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Zusammenfassung 
Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind als Teil des angeborenen Immunsystems in der Lage, für 
Bakterien, Viren und Pilze charakteristische Moleküle zu binden. Infolge der Bindung 
kommt es zu einer Aktivierung der jeweils nachgeschalteten Signalkaskade, welche in der 
Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine mündet und so eine Immunreaktion in Gang 
setzt. TLR8 gehört zur Subgruppe der intrazellulären TLRs und wird hauptsächlich in 
endosomalen Membranen exprimiert. TLR8 bindet per Endozytose aufgenommene und 
prozessierte RNA-Fragmente. Diese stammen in erster Linie von Viren, jedoch in einigen 
Fällen auch von Bakterien wie Helicobacter pylori oder Borrelia burgdorferi. Neben 
diesen natürlichen Liganden existieren synthetische Liganden wie Resiquimod (R848), 
welche ebenfalls agonistisch am TLR8 wirken. Bei den anderen, intrazellulären TLRs 
(TLR3, 7 und 9) sind die für die intrazelluläre Lokalisation relevanten Aminosäure-
sequenzen bekannt. Gemäß unserem Kenntnisstand wurde eine entsprechende 
Lokalisierungssequenz beim TLR8 bisher nicht identifiziert. Es existieren jedoch Hinweise 
darauf, dass sich diese innerhalb der intrazellulären Domäne des TLR8 befindet. 
Wir identifizierten mittels tiefgründiger Literaturrecherche bzw. bioinformatischer Analyse 
insgesamt fünf potentielle Lokalisierungssequenzen innerhalb der Aminosäuresequenz des 
TLR8 und klonierten entsprechende TLR8-Konstrukte, jeweils mit einer Mutation oder 
Deletion einer dieser Sequenzen. Zudem wurde ein chimäres TLR8-Konstrukt, bestehend 
aus der extrazellulären Domäne von TLR8 sowie der Transmembran- und intrazellulären 
Domäne des normalerweise zellmembranständigen TLR5 generiert. Mit diesen 
Konstrukten transfizierte Luciferase-Reporterzellen wurden mittels des synthetischen 
TLR8-Liganden R848 stimuliert. Hierbei wurde für ein Konstrukt mit der Mutation Y871A 
sowie für das chimäre Konstrukt eine verstärkte Aktivierung der TLR8-Signalkaskade im 
Vergleich zum TLR8-Wildtyp gemessen. Dies werteten wir in Übereinstimmung mit 
Literaturergebnissen als Hinweis dafür, dass diese Konstrukte in der äußeren Zellmembran 
lokalisiert sein könnten. Anschließend wurde die Expression dieser Konstrukte in der Zelle 
fluoreszenzmikroskopisch überprüft. Hierbei zeigte sich eine Verteilung der Rezeptoren 
innerhalb des Zytoplasmas der Zellen. Eine genaue Zuordnung zu bestimmten 
Zellorganellen war nicht möglich. 
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Des Weiteren wurde ein Screening bezüglich der Stimulierbarkeit TLR8-transfizierter 
Luciferase-Reporterzellen durch einen Großteil der von der U.S. food and drug 
administration (FDA) zugelassenen Medikamente durchgeführt. Dabei stellte sich u.a. die 
Substanz Vorinostat als Aktivator dar. Es ist bekannt, dass dieser Histon-Deacetylase-
Inhibitor eine verstärkte NF-κB-Expression bewirken kann. Diese scheint gemäß unserer 
Ergebnisse TLR8-abhängig zu sein. Dieses Vorgehen bietet einen möglichen Ansatz für 
die Überprüfung der Wirkmechanismen immunmodulierender Medikamente. 
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1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Eine zentrale Aufgabe des körpereigenen Immunsystems ist die Erkennung und Abwehr 
von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, Viren, Protozoen). Am Ende der Abwehrreaktion 
stehen die Elimination des Pathogens und die Bildung eines immunologischen 
Gedächtnisses. Des Weiteren werden durch das Immunsystem körpereigene, entartete 
Zellen erkannt und eliminiert (Murphy 2018). 
Im Fall einer Infektion wird eine Immunantwort zunächst durch Zellen des angeborenen 
Immunsystems initiiert. Diese sind Träger sogenannter Pattern-recognition-receptors 
(PRRs). Hierzu gehören beispielsweise die in der Arbeit verwendeten TLRs. Mittels der 
PRRs sind die Zellen in der Lage, auf der Oberfläche der Pathogene befindliche Moleküle, 
sogenannte Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), zu erkennen und so 
körperfremdes von körpereigenem Material zu unterscheiden. In der Folge kommt es zu 
einer Aktivierung von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, natürlichen Killerzellen 
sowie des Komplementsystems, welche die eingedrungenen Pathogene mittels 
unterschiedlicher Mechanismen eliminieren können (Kaufmann 2014).  
Neben den erwähnten Prozessen kommt es ebenfalls zur Aktivierung der spezifischen 
Immunabwehr; diese wird hervorgerufen durch von den Zellen des angeborenen 
Immunsystems produzierte Entzündungsmediatoren sowie über die Präsentation von 
Antigenen durch dendritische Zellen und Makrophagen. Die spezifische Immunabwehr 
umfasst eine antikörpervermittelte Immunantwort sowie die Bildung eines 
immunologischen Gedächtnisses, welche durch ein komplexes Zusammenspiel von B- und 
T-Lymphozyten hervorgerufen wird (Hof 2017). 
1.2 Allgemeines zu den Toll-like Rezeptoren 
Toll-like Rezeptoren (TLRs) gehören zu den PRRs, ebenso wie die Retinoic acid-inducible 
gene-I (RIG-I)-like Rezeptoren (RLRs) sowie die Nucleotide-binding oligomerization 
domain (NOD)-like Rezeptoren (NLRs). Alle genannten Rezeptoren sind damit Teil des 
angeborenen Immunsystems. Ihre Aufgabe ist es, charakteristische Bestandteile von 
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Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten zu erkennen und eine entsprechende Immunreaktion 
in Gang zu setzen (Murphy 2018). 
TLRs sind Typ-I-Transmembranproteine. Sie besitzen eine Ektodomäne (ECD), in der 
mehrere Leucine-rich repeats (LRRs) enthalten sind. Diese sind für eine Ligandenbindung 
essentiell (Bell et al. 2003). Des Weiteren bestehen TLRs aus einer Transmembrandomäne 
(TMD), einem Linker und einer Toll/Interleukin 1-Rezeptor (TIR)-Domäne. Linker und 
TIR-Domäne bilden zusammen die intrazelluläre Domäne (ICD) eines TLRs (Akira und 
Takeda 2004). In Experimenten mit chimären TLRs, bestehend aus TLR9 und TLR4, 
zeigte sich, dass TMD und ICD für einen Erhalt der Funktionalität des Rezeptors nicht 
getrennt werden dürfen und stets vom selben Rezeptortyp stammen müssen (Barton et al. 
2006). 
Beim Menschen sind bis dato 10 verschiedene Typen von TLRs identifiziert worden. Im 
Gegensatz dazu sind bei Mäusen 13 Typen von TLRs bekannt. Es wird davon 
ausgegangen, dass beim Menschen die TLR-Typen 11 bis 13 im Laufe der Evolution 
verloren gegangen sind (Kawai und Akira 2010). 
TLRs werden entsprechend ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle in zwei Subgruppen 
eingeteilt: solche, die in der äußeren Zellmembran lokalisiert sind und solche, die in den 
Membranen intrazellulärer Vesikel wie Endosomen, Lysosomen und Endolysosomen 
exprimiert werden. Die erste Gruppe, bestehend aus TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und 
TLR6, erkennt und bindet v.a. Komponenten der Zellmembran von Mikroorganismen wie 
Lipopolysaccharid (LPS), Lipoproteine oder Flagellin. Die zweite Gruppe, bestehend aus 
TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9, reagiert auf Ribonukleinsäure (RNA)- und 
Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Bestandteile von Mikroorganismen, v.a. von Viren 
(Blasius und Beutler 2010, Shah et al. 2014). Erst in den letzten Jahren wurde auch eine 
Reaktion intrazellulärer TLRs auf bakterielle Bestandteile, beispielsweise von Gruppe B-
Streptokokken, nachgewiesen (Mancuso et al. 2009). TLR10 wird ebenfalls in der äußeren 
Zellmembran exprimiert (Hess et al. 2017), ein Ligand konnte gemäß unserem 
Kenntnisstand bisher jedoch nicht eindeutig zugeordnet worden (Oosting et al. 2014). 
Nach Aktivierung eines TLRs durch seinen spezifischen Liganden kommt es je nach TLR-
Subtyp zur Aktivierung der Myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88)-
abhängigen Signalkaskade (TLR1, TLR2, TLR5 – 9) oder der TIR-domain-containing 
adapter-inducing interferon-β (TRIF)-abhängigen Signalkaskade (TLR3). TLR4 ist in der 
Lage, beide Signalwege zu aktivieren (Kawai und Akira 2006, Kawasaki und Kawai 
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2014). Diese Signalwege münden in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie 
Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-κB) oder Interferon 
regulatory factor (IRF) 3 bzw. 7. Konsekutiv kommt es zur vermehrten Produktion 
proinflammatorischer Zytokine und von Typ I-Interferonen. Diese bewirken die 
Initialisierung einer Entzündungsreaktion zur Abwehr des eingedrungenen 
Mikroorganismus (Kawai und Akira 2010). TLR10 scheint in diesem Zusammenhang eine 
Sonderrolle einzunehmen: Er interagiert zwar mit dem Adapterprotein MyD88, führt 
jedoch über einen noch nicht eindeutig identifizierten Weg zu antiinflammatorischen 
Effekten (Oosting et al. 2014). Abb. 1.1 zeigt eine Übersicht über die TLRs 1 – 9, ihre 
jeweiligen Liganden und die nachgeschaltete Signalkaskade.  
 
 
Abb. 1.1 Übersicht über Lokalisation, Liganden und Signalwege humaner TLRs 
Dargestellt sind alle beim Menschen bekannten TLRs, gruppiert hinsichtlich ihrer zellulären 
Lokalisation. Jeweils mit aufgeführt sind die zugehörigen Liganden, nachgeschalteten Signalwege 
sowie die durch Aktivierung des TLRs ausgelöste Reaktion. LPS: Lipopolysaccharid, dsRNA: 
doppelsträngige RNA, ssRNA: einzelsträngige RNA. TIRAP, MyD88, TRAM und Trif sind 
Adaptermoleküle, welche vom TLR nach Aktivierung rekrutiert werden und die Aktivierung der 
nachgeschalteten Signalkaskade vermitteln können. (Modifiziert nach Kawai und Akira 2006 sowie 
Kawasaki und Kawai 2014). 
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1.3 Eigenschaften intrazellulärer TLRs, im Besonderen TLR8 
1.3.1 Lokalisation und Agonisten 
TLR8 gehört neben TLR3, 7 und 9 zur Subgruppe der intrazellulären TLRs. Er kann in 
endosomalen Membranen, jedoch im Gegensatz zu den anderen, intrazellulären TLRs zu 
einem geringen Anteil auch in der äußeren Zellmembran nachgewiesen werden (Miggin 
und O’Neill 2006, Tanji et al. 2016).  
TLR8 wird zum einen in myeloiden Zellen wie Monozyten, neutrophilen Granulozyten, 
Makrophagen sowie myeloiden dendritischen Zellen, zum anderen in regulatorischen T-
Zellen exprimiert (Ishii et al. 2014). Er ist in der Lage, virale, Guanin- und Uracil-reiche, 
einzelsträngige RNA (ssRNA), synthetische Einzelstrang-Oligoribonukleotide, kurze, 
doppelsträngige RNA (dsRNA)-Stücke sowie synthetische Imidazoquinolinderivate wie 
R848 oder CL097 zu binden. Zudem werden auch bakterielle RNA-Fragmente, 
beispielsweise von Escherichia coli (E. coli) oder Borrelia burgdorferi, erkannt (Forsbach 
et al. 2008, Ohto et al. 2014, Cervantes et al. 2012). 
1.3.2 Intrazelluläre Lokalisierung, Aufbau und Ligandenbindung von 
TLR8 
TLR8 wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) gebildet und über mehrere 
Zwischenstationen schließlich zum Bestimmungsort in den endosomalen Membranen 
transportiert. Für den Exit aus dem ER sowie den Transport zum Golgi-Apparat zeigt sich 
das Transportprotein UNC-93 homolog B1, TLR signaling regulator (UNC93B1) 
essentiell, welches mit der TMD von TLR8 interagiert (Ishii et al. 2014, Itoh et al. 2011). 
Für den Transport zum eigentlichen Zielort scheint gemäß früherer Studien eine bis dato 
unbekannte Lokalisierungssequenz innerhalb der TIR-Domäne von TLR8 essentiell zu 
sein: Diese Hypothese wird dahingehend gestützt, dass ein TLR8-Konstrukt mit deletierter 
TIR-Domäne in der äußeren Zellmembran nachgewiesen werden kann (Itoh et al. 2011). 
Die ECD hingegen scheint keinen Einfluss auf die Lokalisation eines TLRs zu haben 
(Nishiya und DeFranco 2004). Abb. 1.2 zeigt den schematischen Aufbau des Rezeptors. 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung von TLR8 
Der grüne Abschnitt repräsentiert die ECD mit insgesamt 26 LRRs. Der Z-Loop, an welchem die 
Prozessierung erfolgt, ist gelb dargestellt. Des Weiteren folgen die TMD (blau) und TIR-Domäne 
(orange), über welche eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade initiiert wird. Nicht 
explizit dargestellt wurde ein kurzer Linker zwischen TMD und TIR-Domäne. ECD: Ektodomäne, 
TMD: Transmembrandomäne, TIR: Toll/Interleukin 1-receptor, LRR: Leucine-rich repeat, 
(modifiziert nach Tanji et al. 2016). 
 
Die Strukturen der intrazellulären TLRs sind eng miteinander verwandt. Die ECDs 
enthalten jeweils 26 LRRs, sodass die ECD auch als LRR-Domäne bezeichnet werden 
kann. Die LRRs sind für eine funktionierende Ligandenbindung unerlässlich (Bell et al. 
2003).  
Zwischen LRR14 und LRR15 von TLR8 befindet sich ein Z-Loop. Hierbei handelt es sich 
um eine Loop-Region des Proteins, bestehend aus ca. 30 Aminosäuren. In diesem Bereich 
kommt es im Rahmen der Prozessierung des TLR8, welche im Endosom stattfindet, zur 
Spaltung der Aminosäurekette. Die so erhaltenen Bruchstücke bleiben über verschiedene 
Mechanismen wie Wasserstoffbrückenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen 
weiterhin in Kontakt und sind beide an der Ligandenbindung beteiligt (Ohto et al. 2014). 
Der prozessierte TLR8 liegt bereits in ligandenungebundener Form als Homodimer vor. 
Nach Bindung eines Liganden kommt es zu einer Konformationsänderung des Dimers, was 
für eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade essentiell ist (Tanji et al. 2013). 
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Die Bindung kleiner Moleküle wie chemischer Liganden (z.B. R848) oder von Uridin-
Mononukleosiden kann so durch Interaktion der einander zugewandten LRR11 – 14 des 
einen Protomers mit den LRR16 – 18 des anderen Protomers und umgekehrt erfolgen 
(Tanji et al. 2015). 
Eine zweite Bindungsstelle für größere Moleküle wie ssRNA befindet sich im Bereich der 
LRR10 – 13 auf der konkaven Außenseite der TLR8-Protomere. Diese liegen außerhalb 
des Interaktionsbereichs der beiden Protomere, sodass theoretisch für eine 
Ligandenbindung in diesem Bereich keine Dimerisierung erforderlich ist (Tanji et al. 
2015). 
Durch Ligandenbindung an der ECD und der folgenden Konformationsänderung der 
TLR8-Protomere kommt es zur Rekrutierung des Adapterproteins MyD88 an die TIR-
Domäne. Dies vermittelt die Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade, welche zur 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB führt und schließlich in der Produktion 
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-12 und Typ-I-Interferonen 
mündet. (Tanji et al. 2016, Ohto et al. 2014) 
1.3.3 Ligandenspezifität der intrazellulären TLRs 
Die intrazellulären TLRs sind verantwortlich für die Erkennung von Nukleinsäuren und die 
Einleitung einer entsprechenden Immunreaktion. Wichtig hierbei ist die Unterscheidung 
zwischen körpereigenen und körperfremden Nukleinsäuren (Murphy 2018).  
Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist der Aufbau der Nukleinsäuren: Viren können 
RNA oder DNA, jeweils in einzel- oder doppelsträngiger Form enthalten (Dörries 2017). 
DNA enthält hierbei häufig nicht-methylierte CpG-Motive, was sie von der 
doppelsträngigen DNA von Säugern unterscheidet (Murphy 2018). Unterschiede dieser Art 
werden ausgenutzt, indem beispielsweise TLR9 spezifisch nicht-methylierte CpG-Motive 
in Nukleinsäuren binden und eine Abwehrreaktion auslösen kann (Barton 2007). 
Einen weiteren Aspekt zur Unterscheidung körpereigener von körperfremder DNA stellt 
die räumliche Trennung der Nukleinsäuren dar. Viren und einige Bakterien werden mittels 
verschiedener Mechanismen in die Zellen aufgenommen und dort prozessiert. In diesem 
Rahmen wird die enthaltene, mikrobielle Nukleinsäure den intrazellulären TLRs in den 
endosomalen Kompartimenten verfügbar gemacht. Körpereigene DNA erhält zu diesem 
Bereich normalerweise keinen Zugang und kann somit auch nicht von den intrazellulären 
TLRs gebunden werden (Blasius und Beutler 2010).  
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In früheren Experimenten konnte die Bedeutung der Lokalisation der TLRs gezeigt 
werden: Die ECD des eigentlich intrazellulär lokalisierten TLR9 wurden mit Teilen von 
TLR4 kombiniert. Der entstandene, chimäre TLR9/4 wurde in der äußeren Zellmembran 
nachgewiesen. Dieser Rezeptor war im Gegensatz zum TLR9-Wildtyp in der Lage, 
körpereigene DNA zu erkennen und die nachgeschaltete Signalkaskade zu aktivieren. Die 
Antwort auf virale Nukleinsäuren war jedoch vermindert. Synthetische Liganden wurden 
von beiden Rezeptortypen erkannt (Barton et al. 2006). 
1.4 Medikamentöse Modulation von TLRs 
TLRs können neben ihren natürlichen Liganden auch synthetische Liganden, Medikamente 
oder natürliche Wirkstoffe binden. Diese können agonistisch oder antagonistisch wirken. 
Hierdurch wird eine gezielte Modulation des Immunsystems möglich (Mifsud et al. 2014). 
Beispielsweise sind für TLR4 neben natürlichen Liganden wie Flagellin und Curcumin 
auch medikamentöse Modulatoren wir Eritoran bekannt (Akira und Takeda 2004, Kim et 
al. 2007, Opal et al. 2013, Zhang und Zeng 2019). Hingegen sind für TLR8 gemäß 
unserem Kenntnisstand bis dato einzig natürliche Liganden wie einzelsträngige RNA 
sowie eine Reihe synthetischer Liganden, v.a. Imidazoquinolinderivate, identifiziert 
(Cervantes et al. 2016). Während synthetische TLR-Liganden bezüglich einer 
immunmodulatorischen Behandlung von beispielsweise infektiösen Krankheiten wie 
Hepatitis B oder Neoplasien wie dem Basalzellkarzinom erforscht werden (Kanzler et al. 
2007), ist unklar, inwiefern bekannte Medikamente das TLR8-Signaling beeinflussen. 
Diesbezüglich führten wir ein Screening durch mit dem Ziel, TLR8-modulierende 
Medikamente zu identifizieren.  
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2 Zielsetzung der Arbeit 
TLR8 ist ein Rezeptor des angeborenen Immunsystems (Shah et al. 2014), welcher neben 
ssRNA, seinem natürlichen Liganden, auch synthetische Liganden wie R848 binden kann 
(Jurk et al. 2002, Cervantes et al. 2012). Infolge Ligandenbindung kommt es zur 
Aktivierung der MyD88-abhängigen Signalkaskade, welche zu einer Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB führt (Kawai und Akira 2006). TLR8 ist hauptsächlich in 
endosomalen Membranen lokalisiert (Miggin und O’Neill 2006). Gemäß unserem 
Kenntnisstand ist der verantwortliche Abschnitt innerhalb der Aminosäuresequenz des 
TLR8, der für dessen intrazelluläre Lage verantwortlich ist, bis dato unbekannt.  
Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation einer entsprechenden Lokalisierungssequenz, 
um die Lokalisation des TLR8 beeinflussen und sein Aktivierungsverhalten abhängig von 
der zellulären Lokalisation untersuchen zu können. Zu diesem Zweck wurden 
rechnergestützt und mittels tiefgründiger Literaturrecherche potentielle 
Lokalisierungssequenzen identifiziert und entsprechende TLR8-Konstrukte mit Mutationen 
bzw. Deletionen dieser potentiellen Lokalisierungssequenzen hergestellt. Des Weiteren 
wurde ein chimärer TLR, bestehend aus der ECD von TLR8 sowie der TMD und ICD von 
TLR5, generiert. Die anschließende Überprüfung der zellulären Lokalisation dieser TLR8-
Mutanten erfolgte zum einen funktionell mittels eines im Labor bereits etablierten 
Reporterassays. Gemäß unserer Hypothese dürfte ein in die Plasmamembran relokalisierter 
TLR8 eine verstärkte Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade auslösen. Zum 
anderen wurde die Expression der verschiedenen TLR8-Mutanten 
epifluoreszenzmikroskopisch überprüft.  
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob Medikamente in der Lage sind, eine TLR8-
Aktivierung hervorzurufen. Zu diesem Zweck wurde in einem Reporterassay die Wirkung 
der meisten der durch die Food and drug administration (FDA) zugelassenen 
Medikamente auf TLR8 untersucht. 
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3 Material und Methoden 
3.1.1 Verwendete Plasmide 
Die Plasmide Addgene Plasmid #13019: pcDNA3-TLR5-CFP sowie Plasmid #13024: 
pcDNA3-TLR8-YFP wurden durch das Labor von Doug Golenbock via Addgene zur 
Verfügung gestellt. Den genauen Aufbau der Plasmide zeigt Abb. 3.1. In unserem Labor 
wurden sie in Form von Kryokulturen, bestehend zu 3/5 aus dem E. coli-Stamm DH5α 
sowie zu 2/5 aus 50 %iger Glycerinlösung, bei -80 °C gelagert. 
 
 
Abb. 3.1: Aufbau der Addgene-Plasmide: pcDNA3-TLR5-CFP und pcDNA3-TLR8-YFP 
Schematische Darstellung der verwendeten Plasmide. Rot markiert sind Resistenzen gegen 
Selektionsmedien. Die Promotoren (orange) regulieren die Expression der Zielgene (blau bzw. 
grün). Jeweils heller (hellblau bzw. hellgrün) dargestellt sind die an die TLRs gekoppelten 
Fluoreszenzproteine: CFP: Cyan fluorescent protein bzw. YFP: Yellow fluorescent protein. CMV: 
Zytomegalievirus.  
 
3.1.2 Isolation von Plasmid-DNA 
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden entsprechende Top 10-E. coli-Bakterien in 
flüssigem Luria Bertani (LB)-Medium für 12-18 h im Schüttelinkubator bei 37 °C und 
Raumluft bebrütet. Anschließend erfolgte die Isolation der enthaltenen Plasmide unter 
Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits der Firma QIAGEN entsprechend des durch 
Neomycin-
Resistenz
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CMV-Promotor
T7-Promotor
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den Hersteller bereitgestellten Protokolls (QIAGEN 2015). Abschließend wurde die 
Plasmidintegrität per Restriktionsverdau überprüft und bei Bedarf eine Sequenzierung 
durch die Firmen mwg Eurofins Genomics oder SeqLab veranlasst. 
3.1.3 Strategien zur Relokalisierung des TLR8 in die äußere 
Zellmembran 
3.1.3.1 Identifikation möglicher Lokalisierungssequenzen anhand in der 
Literatur beschriebener Grundsequenzen 
Über Lokalisierungssequenzen können einerseits die Internalisierung 
zellmembranständiger Proteine und ihr Targeting in Endo- oder Lysosomen veranlasst 
werden (Bonifacino und Traub 2003). Andererseits sind sie für den Transport von 
Proteinen vom Bildungsort im ER zum gewünschten, zellulären Kompartment 
unabdingbar. Häufig bilden sie dabei Bindungsstellen für die entsprechenden 
Transportproteine (Trowbridge et al. 1993). Es wird zwischen tyrosinbasierenden und 
dileucinbasierenden Sequenzen unterschieden, wobei das Tyrosin bei den 
tyrosinbasierenden Sequenzen essentiell für deren Funktion ist (Bonifacino und Traub 
2003). Für TLR8 scheint die ICD für die intrazelluläre Lokalisation unverzichtbar zu sein 
(Itoh et al. 2011). Wir verglichen die von Bonifacino und Traub beschriebenen Grund-
Lokalisierungssequenzen mit der ICD von TLR8 und identifizierten so potentielle 
Kandidaten für eine Lokalisierungssequenz, die für den Transport des TLR8 zum Endosom 
verantwortlich sein könnten. 
3.1.3.2 Identifikation möglicher Lokalisierungssequenzen mittels Vergleichs 
der Proteinsequenzen aller endosomalen Proteine 
Bei Proteinen, die in endosomalen Membranen exprimiert werden, muss es einen 
verantwortlichen Mechanismus geben, der für den Transport der Proteine vom ER an 
ebendiese Lokalisation verantwortlich ist. Wir gingen davon aus, dass dieser Mechanismus 
zumindest bei einem Teil der endosomalen Proteine einer Lokalisierungssequenz 
entspricht. Es ist anzunehmen, dass sich diese Sequenzen ähneln und in Teilen identisch 
sind. 
Wir nutzten die Funktion „BioMart“ von der Internetplattform „Ensembl“, um die 
Aminosäuresequenzen aller humanen Proteine, die in endosomalen Membranen lokalisiert 
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sind, herunterzuladen (Zerbino et al. 2018). Anschließend wurden diese Sequenzen unter 
Verwendung des Programms „R“ in kurze Sequenzen von vier Aminosäuren geteilt (R-
Core-Team 2017). Jedes dieser Bruchstücke war dabei in Bezug auf das vorhergehende 
Bruchstück um eine Aminosäure nach hinten verschoben, sodass sich diese beiden 
Bruchstücke um drei Aminosäuren überlappten. Bei einer Aminosäuresequenz 
„ABCDEFG“ würden so die Bruchstücke „ABCD“, „BCDE“, „CDEF“ und „DEFG“ 
entstehen. Identische Bruchstücke wurden schließlich zusammengefasst und gezählt 
(Daten nicht dargestellt). 
3.1.3.3 Generierung von TLR8-Konstrukten mit Mutationen/Deletionen 
potentieller Lokalisierungssequenzen 
Im Folgenden wurde für jede potentielle Lokalisierungssequenz ein TLR8-Konstrukt 
kloniert, in dem diese Sequenz, bestehend aus 4 – 7 Aminosäuren bzw. 12 – 21 
Basenpaaren (bp), deletiert wurde. Für zwei besonders nahe an der TMD gelegene, 
potentielle Lokalisierungssequenzen wurde zudem nur das für die Funktion der 
tyrosinbasierten Lokalisierungssequenz essentielle Tyrosin (Y) durch Alanin (A) ersetzt. 
Alle Mutationen wurden mittels Side-directed mutagenesis durchgeführt. Diese Technik 
beschreibt eine PCR, bei der in einem der beiden Primer die gewünschte Mutation bereits 
enthalten ist. Bei entsprechend niedrig gewählter Annealing-Temperatur lagert sich dieser 
trotz nicht 100%iger Übereinstimmung an die Template-DNA an. Das PCR-Produkt wird 
dann die entsprechende Mutation enthalten.  
In unserem Fall wurde die Technik aufgrund der Größe der einzufügenden Mutationen 
leicht abgewandelt (dargestellt in Abb. 3.2): Zunächst wurden im PCR-Schritt 1 die PCR-
Produkte 1.1 und 1.2 generiert, von denen eines 5‘- und eines 3‘-wärts der Mutation lag. 
Beide PCR-Produkte überlappten in einem Bereich von 10 – 20 bp und enthielten in 
diesem Bereich bereits die gewünschte Mutation. Dies wurde durch die Verwendung 
entsprechender Primer gewährleistet. Beim Design der die Mutation enthaltenden Primer 
wurde darauf geachtet, dass die Annealing-Temperatur der einander überlappenden PCR-
Produktanteile annähernd mit der in PCR-Schritt 1 notwendigen Annealing-Temperatur 
übereinstimmt. 
Unter Nutzung der beiden PCR-Produkte 1.1 und 1.2 als Template sowie des Senseprimers 
von PCR-Produkt 1.1 und des Antisenseprimers von PCR-Produkt 1.2 wurde anschließend 
eine Overlap extension PCR durchgeführt. Dabei lagerten sich die PCR-Produkte 1.1 und 
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1.2 mit ihren identischen Anteilen aneinander. Die fehlenden DNA-Anteile wurden von 
der DNA-Polymerase synthetisiert und schließlich das entstandene PCR-Produkt 3 unter 
Nutzung der oben genannten Primer weiter amplifiziert. Somit wurden die in Abb. 3.2 
nacheinander dargestellten PCRs 2.1 und 2.2 in einer Reaktion zusammengefasst. Die 
verwendeten Primer sind im Anhang in Tab. 8.3 aufgelistet. 
 
Abb. 3.2: Einfügen einer Mutation in einen DNA-Strang mittels Site-directed mutagenesis 
In einem ersten Schritt werden zwei PCR-Produkte mit identischem, überlappendem Anteil 
generiert, wobei im überlappenden Bereich die gewünschte Mutation enthalten ist (gelber Punkt). 
Anschließend erfolgt eine zweite PCR mit den beiden PCR-Produkten als Template. Sie lagern sich 
am identischen Bereich aneinander, sodass schließlich das PCR-Produkt 3 amplifiziert werden 
kann. Dieses umfasst beide PCR-Produkte 1 und 2 einschließlich der eingefügten Mutation. 
Nachfolgend wird das PCR-Produkt 3 mit Restriktionsenzymen verdaut und in den gewünschten 
Vektor integriert. 
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Antisense-Primer 2
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Mittels zweier Restriktionsendonukleasen wurden dann das entstandene PCR-Produkt 3 
sowie das TLR8-Plasmid getrennt über 1 – 2 h verdaut und das PCR-Produkt mittels T4 
DNA-Ligase entsprechend des Herstellerprotokolls in die entstandene Lücke im TLR8-
Plasmid ligiert. Dadurch wurde die ursprüngliche Sequenz des TLR8 durch eine mutierte 
Sequenz ersetzt. Die anschließende Transformation des Konstrukts in Top10-E. coli-
Bakterien wird unter Absatz 3.1.5 beschrieben. Die Plasmidintegrität wurde per Testverdau 
überprüft. Die Korrektheit der Sequenz wurde im letzten Schritt mittels Sequenzierung 
durch die Firmen mwg Eurofins Genomics oder SeqLab überprüft. 
Eine Auflistung der so generierten TLR8-Konstrukte mit Mutationen bzw. Deletionen der 
verschiedenen, potentiellen Lokalisierungssequenzen zeigt Tab. 3.1. 
 
Tab. 3.1: Übersicht über generierte TLR8-Konstrukte 
Für die Beschreibung der einzelnen Aminosäuren bzw. Basen wurde der IUPAC-Code verwendet. 
Konstruktname Mutierte/deletierte 
Sequenz 
Beschreibung 
TLR8-mutY871A 2611T>G; 2612A>C Ersatz des Y durch A (Y871A) 
TLR8-mutY888A 2662T>G; 2663A>C Ersatz des Y durch A (Y888A) 
TLR8-Δ871-874 2611_2622del Deletion der Aminosäuren YWDV 
(Y871_V874del) 
TLR8-Δ928-933 2782_2799del Deletion der Aminosäuren DKNVLL 
(D928_L933del) 
TLR8-Δ979-982 2935_2946del Deletion der Aminosäuren YLAL 
(Y979_L982del) 
TLR8-Δ1007-1010 3019_3030del Deletion der Aminosäuren YLRL 
(Y1007_L1010del) 
TLR8-ΔTIR TIR-Domäne: 
2692_3177del 
Deletion der TIR-Domäne 
(Y898_Y1059del) 
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3.1.3.4 Generierung eines chimären Rezeptors: TLR5/8 
Wir generierten einen chimären Rezeptor, bestehend aus der ECD von TLR8 sowie der 
TMD und ICD von TLR5. Letzterer wird in der äußeren Zellmembran exprimiert (Shah et 
al. 2014). Somit besteht die Möglichkeit, dass auch unser entstandenes, chimäres 
Konstrukt in der äußeren Zellmembran lokalisiert sein wird (Nishiya und DeFranco 2004). 
Die TLR8-ECD enthält insgesamt 25 LRRs. Diese stellen die Grundlage für die Funktion 
der ECD dar (Bell et al. 2003). Die LRRCT-Domäne befindet sich laut Datenbank des 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) im Bereich der Aminosäuren 
Asparagin (790) – Leucin (835). Mit dem Ziel, alle LRRs sowie die LRRCT intakt zu 
lassen, wurde die Restriktionsstelle zur Isolation der ECD zwischen den Aminosäuren 
Serin (842) und Asparaginsäure (843) gewählt. Gemäß Uniprot.org-Datenbank beginnt die 
TMD von TLR5 an der Stelle Phenylalanin (640) (UniProt-Consortium 2017). Hier wurde 
die Restriktionsstelle drei Aminosäuren strangaufwärts gesetzt, also zwischen Lysin (636) 
und Serin (637). Dadurch bleiben die TMD und ICD von TLR5 ebenfalls intakt.  
Die Herstellung des chimären TLR5/8-Konstrukts wird im Folgenden erklärt: In einem 
ersten Schritt wurde das TLR8-Plasmid pcDNA3-TLR8-YFP mit den 
Restriktionsendonukleasen BsmBI und ApaI geschnitten. Das Kleinere der entstandenen, 
zwei Fragmente enthielt die TMD und ICD des TLR8 und wurde verworfen. Das größere 
Fragment mit den verbleibenden Anteilen von TLR8 (v.a. ECD) sowie dem sonstigen 
Plasmid wurde für die weitere Verwendung isoliert. Anschließend wurde das TLR5-
Plasmid pcDNA3-TLR5-CFP mit den Restriktionsendonukleasen ApaI und EarI 
geschnitten. Von den sieben, entstandenen Fragmenten wurde jenes 1425 bp lange 
Fragment, welches die TMD und ICD von TLR5 enthielt, isoliert. In einem dritten Schritt 
erfolgte mittels PCR die Herstellung eines Adapters, der die noch im Vektor enthaltene 
TLR8-ECD (Schritt 1) mit der in Schritt 2 isolierten TLR5-TMD und -ICD verbinden 
sollte. Dazu wurde unter Verwendung der Primer LI_A_FW sowie T8-Chimer-rev das 
TLR8-Plasmid als Template genutzt. Die Menge des erhaltenen PCR-Produkts wurde 
anschließend unter Verwendung des TOPO® TA-Cloning Kits der Firma Invitrogen und 
kompetenter Top10-E. coli-Bakterien erhöht. Das erhaltene Plasmid wurde schließlich mit 
den Restriktionsendonukleasen BsmBI und SapI geschnitten. Das erhaltene Fragment mit 
einer Länge von 446 bp entsprach dem gewünschten Adapter. 
Letztlich lagen nun drei verschiedene DNA-Fragmente vor: Der Vektor des TLR8-
Plasmids einschließlich TLR8-ECD, jedoch ohne TMD und ICD, ein Adapter zwischen 
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TLR8-ECD und TLR5-TMD sowie ein Teilstück mit TLR5-TMD und -ICD. Diese wurden 
unter Verwendung von T4 DNA-Ligase entsprechend des Herstellerprotokolls ligiert. Nach 
erfolgreicher Ligation wurde das erhaltene Plasmid in kompetente Top10-E. coli-Bakterien 
transformiert und für die weitere Verwendung aufbereitet wie unter Abschnitt 3.1.5 
beschrieben. 
3.1.4 Vorhersage der dreidimensionalen Struktur von TLR8-YFP und 
TLR5/8-CFP 
Wir verwendeten für unsere Experimente ein TLR8-YFP-Fusionsprotein. Die meisten 
Konstrukte stellten Abkömmlinge dieses Proteins dar; der chimäre TLR5/8 war hingegen 
mit CFP fusioniert. Es war nicht auszuschließen, dass die Fluoreszenzproteine einen 
Einfluss auf die Faltung des jeweiligen TLR-Anteils haben. Daher wurden unter 
Verwendung der Software Phyre2 Vorhersagen der dreidimensionalen Struktur von TLR8-
YFP und TLR5/8-CFP erstellt (Kelley et al. 2015). Diese wurde anschließend mittels des 
Programms PyMOL dargestellt (DeLano 2002). 
3.1.5 Vermehrung von Plasmiden in E. coli 
In einem ersten Schritt wurden die gewünschten Plasmide entsprechend eines durch die 
Firma New England Biolabs GmbH (NEB) bereitgestellten 5-Minuten Protokolls in 
chemisch kompetente Top10-E. coli-Bakterien transformiert. Die Bakterienlösung wurde 
anschließend gleichmäßig auf LB-Agarplatten mit einem Ampicillingehalt von 100 µg/ml 
verteilt. Zu diesem Zweck wurden sterile Glaskugeln (d = 2 mm) verwendet. Abschließend 
wurden die Platten für 12 – 16 h im Inkubatorschrank bei 37 °C und Raumluft inkubiert. 
Eine erfolgreiche Transformation zeigte sich durch das Wachstum von Bakterienkolonien 
auf der Agarplatte. 
Im Anschluss wurden Bakterien von je 1 Kolonie in Reaktionsgefässe mit 5 ml flüssigem 
LB-Medium mit Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml gegeben. Diese 
wurden unter Gewährleistung einer Luftzufuhr verschlossen und für 12 – 18 h im 
Schüttelinkubator bei 37 °C und Raumluft gelagert. Schließlich erfolgte die Isolation der 
Plasmid-DNA wie unter Punkt 3.1.2 beschrieben, bei Bedarf mit anschließender 
Sequenzierung durch die Firmen MWG Eurofins Genomics oder Seqlab. 
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3.1.6 Herstellung von Kryokulturen 
Das gewünschte Plasmid wurde wie unter Punkt 3.1.5. beschrieben, in Top 10-E. coli-
Bakterien transformiert und diese auf eine LB-Agarplatte mit Ampicillin (100 µg/ml) 
überbracht. Anschließend wurde von einer der Kolonien eine Flüssigkultur (5 ml LB-
Medium mit 100 µg/ml Ampicillin) angelegt. Diese wurde für max. 12 h im 
Schüttelinkubator bei 37 °C und Raumluft inkubiert. Danach wurden 600 µl der 
Bakterienlösung und 400 µl von 50 %iger Glycerinlösung in einem speziellen 2 ml Kryo-
Einfrierröhrchen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. Die Lagerung 
erfolgte bei -80°C. 
3.2 Zellkulturarbeiten 
3.2.1 Verwendete Zelllinien 
3.2.1.1  HEK293-Zelllinie 
Für die meisten Experimente in dieser Arbeit (transiente Transfektionen, 
Mikroskopieexperimente) wurden Zellen der Human emryonic kidney 293 (HEK293)-
Zelllinie genutzt. Hierbei handelt es sich um Abkömmlinge humaner Nierenzellen, welche 
ursprünglich durch Transformation mit DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5 generiert 
worden waren (Graham et al. 1977). Aufgrund leichter Kultivierbarkeit, schnellen 
Wachstums, leichter Transfizierbarkeit und effizienter Proteinexpression wird diese 
Zelllinie weit verbreitet eingesetzt (Thomas und Smart 2005). 
3.2.1.2 HEK293T-Zelllinie 
Hierbei handelt es sich um Abkömmlinge der ursprünglichen HEK293-Zelllinie. Die 
Zellen produzieren eine mutierte Version des SV40 large T-Antigens, eines Proteins des 
Polyomavirus SV40 (Butel und Jarvis 1986, DuBridge et al. 1987). Dieses bindet an und 
inhibiert das Tumorsuppressorprotein p53 (Lilyestrom et al. 2006). Aufgrund der 
Produktion dieses Antigens können HEK293T-Zellen Plasmide mit einem SV40-origin of 
replication (ori) in hohem Maß replizieren und exprimieren (Lin et al. 2014). Daher eignen 
sich diese Zellen hervorragend für die Virusreplikation beim Prozess zur Herstellung 
stabiler Zelllinien. 
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3.2.1.3 Luciferase-Reporterzellen 
Hierbei handelt es sich um Abkömmlinge von HEK293-Zellen. Sie produzieren ein 
Luciferase-Reporterkonstrukt, welches mittels Flip/In-System stabil ins Genom der Zellen 
integriert wurde. Dieses besteht aus einem NF-κB-sensitiven Promotor und einem NF-κB 
response element mit TATA-like Promoter, welche das Gen für eine Firefly-Luciferase 
kontrollieren. Zur Erhöhung der Empfindlichkeit für NF-κB sind insgesamt drei 
verschiedene NF-κB-Bindungsmotive jeweils sieben Mal im Promotor enthalten. Den 
genauen Aufbau des Luciferase-Reporterkonstrukts zeigen Abb. 3.3 und Abb. 3.4. Die 
Zellen waren in der Arbeitsgruppe bereits zuvor etabliert. 
 
 
Abb. 3.3: Aufbau des Luciferase-Reporterkonstrukts 
Die Abb. zeigt schematisch den Aufbau des Luciferase-Reporterkonstrukts. Die Transkription des 
Gens für die Firefly-Luciferase wird durch eine davor liegende, NF-κB-sensitive Promotorregion in 
Verbindung mit dem dazugehörigen Response element sowie dem TATA-like Promotor 
kontrolliert.  
 
 
 
Abb. 3.4: Basensequenz der NF-κB-empfindlichen Promotorregion 
Die verschiedenen Untereinheiten von NF-κB binden an verschiedene DNA-Konsensussequenzen: 
Konsensussequenz für p50-Untereinheit: blau, Konsensussequenz für p65-Untereinheit: rot, 
Konsensussequenz für p105-Untereinheit: gelb (Kunsch und Rosen 1993, Kunsch et al. 1992). 
 
NF-κB Response Element
Firefly-Luciferase
TATA-like Promotor
NF-κB-empfindliche Promotorregion
Material und Methoden 
20 
 
3.2.2 Kultivierung und Passage von Zellen 
Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in T75-Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37°C 
und 5 % CO2. Als Kulturmedium wurde ein Gemisch aus 89 % Dulbeccos’s modified 
eagle’s medium (DMEM), 10 % fetalem Kälberserum (FKS) sowie 1 % 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)-Lösung verwendet. Im Falle stabiler Zelllinien wurde 
je nach Zellart und enthaltener Resistenz zusätzlich Hygromycin B in einer 
Endkonzentration von 100 µg/ml, Puromycin in einer Endkonzentration von 1 µg/ml bzw. 
beide in Endkonzentrationen von 100 µg/ml (Hygromycin B) respektive 2 µg/ml 
(Puromycin) hinzugefügt. Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. 
Alle 2 – 4 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Dabei wurde das alte Medium 
mit einer Seropipette entnommen und durch frisches, vorgewärmtes Kulturmedium ersetzt.  
Die Passage der Zellen erfolgte abhängig von der Zelldichte. Hierfür wurde mittels einer 
Seropipette das Medium aus der Kulturflasche entfernt. Im nächsten Schritt wurden die 
Zellen mit 3 – 4 ml Phosphate buffered serum (PBS) gewaschen. Anschließend wurde 1 ml 
Trypsin auf die Zellen gegeben, dieses durch Schwenken gleichmäßig verteilt und die 
Zellen für 3 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion 
wurde die Zelllösung in 9 ml Kulturmedium resuspendiert. Abschließend wurde 1 ml der 
Zelllösung in der Flasche belassen und diese mit Kulturmedium wieder bis auf 10 ml 
aufgefüllt. Somit wurde eine 1:10-Verdünnung erreicht.  
3.2.3 Auftauen von Zellen 
Ein Kryo-Einfrierröhrchen mit den gewünschten Zellen wurde aus dem Lagerungsgefäß 
bei -80 °C entnommen und im Wasserbad bei 37 °C für max. 3 min aufgetaut. 
Währenddessen wurden 2 ml vorgewärmtes Kulturmedium in ein 15 ml-Reaktionsgefäß 
pipettiert. Die aufgetaute Zellsuspension wurde durch vorsichtiges Resuspendieren mit 
dem Kulturmedium im Reaktionsgefäß gemischt. Anschließend wurden die Zellen für 3 
min bei 200 g abzentrifugiert und der Überstand abgenommen. Schließlich wurde das 
Zellpellet in 2 ml Kulturmedium resuspendiert und die Suspension in eine vorgewärmte 
T75-Zellkulturflasche mit 10 ml Kulturmedium gegeben. Diese wurde abschließend weiter 
bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
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3.2.4 Einfrieren von Zellen 
Vorbereitend wurde Kryomedium im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Nach dem 
Ablösen/Trypsinieren der einzufrierenden Zellen wurde die Suspension in ein 15 ml-
Reaktionsgefäß gegeben. Dieses wurde bei 200 g für 3 min zentrifugiert und anschließend 
der Überstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 2 ml vorgewärmtem Kryomedium 
resuspendiert und 1 ml der Suspension in je ein spezielles Kryo-Einfrierröhrchen gegeben. 
Diese wurden im Cryo 1 °C freezing container über Nacht in Propanol bei -80 °C langsam 
gefroren und am Folgetag in flüssigen Stickstoff umgelagert. 
3.2.5 Transiente Transfektion von Zellen mit TLR8-Konstrukten 
3.2.5.1 Zellaussaat 
Der Transfektionsvorgang dient dem Einbringen von DNA in Form von Plasmiden in 
Zellen. Dazu wurden die Zellen zuerst in gewünschter Dichte in 6-Well-Platten ausgesät. 
Das Medium wurde aus der T75-Zellkulturflasche entfernt und die Zellen mit 4 ml PBS 
gewaschen. Dann wurde 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben mit anschließender 
Inkubation bei 37 °C für 3 min. Zum Abstoppen der Trypsin-Reaktion erfolgte die 
Resuspension der abgelösten Zellen in 9 – 10 ml vorgewärmtem Kulturmedium.  
Die Messung der Zelldichte erfolgte mittels Auszählung per Neubauer-Zählkammer. Die 
einzusäende Zellmenge wurde in einem Gesamtvolumen von 1.5 ml Kulturmedium in je 
einen Well der 6-Well-Platte gegeben. Die Zellen wurden dann für 12 – 24 h bei 37 °C und 
5 % CO2 inkubiert. Ziel war eine Adhäsion der Zellen an den Boden der Wells. Tab. 3.2 
zeigt die Anzahl auszusäender Zellen abhängig von der Zellart sowie deren gewünschte 
Konfluenz zum Zeitpunkt der Transfektion. 
 
Tab. 3.2: Übersicht über Zellzahl und -konfluenz bei transienten Transfektionen in 6-Well-
Platten 
Zellart Ausgesäte Zellzahl Gewünschte Konfluenz 
HEK293 1.5 Mio. 50 – 80 % 
HEK293T 0.6 Mio. 30 – 50 % 
Luciferase-Reporterzellen 2 Mio. 50 – 80 % 
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3.2.5.2 Liposomenvermittelte Transfektion mittels Roti®-Fect-Reagenz 
Bei entsprechender Konfluenz der Zellen konnte die eigentliche Transfektion durchgeführt 
werden. Zu diesem Zweck wurde Roti®-Fect-Reagenz eingesetzt: Unter sterilen 
Bedingungen wurden in einem 1.5 ml Reaktionsgefäß 100 µl DMEM mit 2.5 µl Roti®-
Fect-Reagenz gemischt. In einem weiteren 1.5 ml Reaktionsgefäß wurden 100 µl DMEM 
mit 1 µg DNA versetzt. Im Anschluss erfolgten die Gabe der Roti®-Fect-haltigen Lösung 
zur DNA-Lösung und die Inkubation des Gemischs bei Raumtemperatur für 20 min.  
An den in eine 6-Well-Platte eingesäten Zellen wurde ein Mediumwechsel vorgenommen: 
Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit je 800 µl PBS gewaschen und 1.5 ml 
antibiotikafreies Kulturmedium (90 % DMEM, 10 % FKS) in die einzelnen Wells 
gegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit des DNA-Roti®-Fect-Gemischs wurde dieses 
tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 12 – 18 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2- 
erfolgte ein erneuter Mediumwechsel auf antibiotikahaltiges Kulturmedium (89 % DMEM, 
10 % FKS, 1 % Pen/Strep) 
3.2.5.3 Transfektion mittels Calciumchlorid-Protokoll 
Das Vorgehen entsprechend des Calciumchlorid (CaCl2)-Protokolls ist dem des Roti®-
Fect-Protokolls sehr ähnlich. Unter sterilen Bedingungen wurden in 1.5 ml 
Reaktionsgefäßen 75 µl 2x N,N-Bis(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsäure (BES)-
Puffer, 75 µl 0.25 M CaCl2-Lösung und 1.5 µg DNA gemischt und für 10–15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde ein Mediumwechsel bei den in einer 6-
Well-Platte ausgesäten Zellen vorgenommen: Die Zellen wurden mit 800 µl PBS 
gewaschen und anschließend 1.5 ml antibiotikafreies Medium (90 % DMEM, 10 % FKS) 
in die einzelnen Wells gegeben. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die DNA-haltige 
Transfektionslösung tropfenweise zu den zu transfizierenden Zellen gegeben. Nach 12 – 18 
Stunden Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO2 erfolgte ein erneuter Mediumwechsel hin 
zu antibiotikahaltigem Kulturmedium (89 % DMEM, 10 % FKS, 1 % Pen/Strep). 
3.2.6 Generierung stabiler Zelllinien 
Es wurden zwei Zelllinien generiert, die den stabil ins Genom integrierten TLR8-Wildtyp 
bzw. TLR5/8 tragen. Die Arbeiten wurden unter S2-Bedingungen durch Frau Dr. S. Reuter 
durchgeführt. Der Prozess zur Generierung stabiler Zelllinien gliedert sich in fünf 
Abschnitte. Im ersten Schritt wurde der gewünschte TLR in den lentiviralen 
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Expressionsvektor pCDH_CMV_MCS_EF1_Puro kloniert: Die Isolation von TLR8 bzw. 
TLR5/8 erfolgte per einstündigem Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und ApaI 
bei 37 °C. Der lentivirale Expressionsvektor wurde mit denselben Restriktionsenzymen 
geschnitten. Die entstandenen Fragmente wurden anschließend per Gelelektrophorese 
aufgetrennt und mittels QIAquick Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN entsprechend des 
Herstellerprotokolls isoliert. Anschließend lagen Insert und Vektor in Lösung vor, sodass 
deren Ligation mittels T4 DNA-Ligase entsprechend des Herstellerprotokolls erfolgen 
konnte. Im zweiten Schritt wurden Lentiviren erzeugt, die jeweils den gewünschten 
Rezeptor tragen. Dazu wurden je 1.4 Mio. HEK293T-Zellen in 3 ml Kulturmedium in 
Schalen von 6 cm Durchmesser ausgesät und über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
Bei einer Konfluenz der Zellen von 70 – 80 % erfolgte die Transfektion der Zellen 
entsprechend des unter Punkt 3.2.5.3 beschriebenen CaCl2-Protokolls. Der Vorgang wird 
hier für eine Schale beschrieben.  
Folgende Plasmide wurden in den angegebenen Mengen verwendet: Der lentivirale 
Expressionsvektor pCDH_CMV_MCS_EF1_Puro mit dem eingefügten TLR (2 µg) sowie 
die Verpackungsplasmide pMDL (2 µg), pRSV (0.4 µg) und pVSV (1 µg). Alle Plasmide 
wurden in den angegebenen Mengen in einem 1.5 ml Reaktionsgefäß gemischt, 
anschließend jeweils 150 µl 0.25 M CaCl2-Lösung und 2x BES zugegeben und die Lösung 
für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wurde das Medium der 
eingesäten Zellen abgesaugt, diese einmalig mit 3 ml PBS gewaschen und schließlich 3 ml 
antibiotikafreies Kulturmedium (90 % DMEM, 10 % FKS) sowie die gesamte DNA-
Lösung hinzugefügt. Schließlich inkubierten die Zellen über Nacht bei 37 °C und 5 % 
CO2. Nach 14 – 18 h wurde das Transfektionsmedium abgesaugt, die Zellen zweimal mit 
DMEM gewaschen und erneut 3 ml antibiotikafreies Kulturmedium hinzugegeben. Nach 
48 h wurde der die Lentiviren enthaltende Überstand abgenommen und in ein 15 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Danach wurde erneut antibiotikafreies Kulturmedium zu den 
Zellen gegeben. Der Überstand wurde 3 – 4 Mal im Abstand von 24 h geerntet. Der 
abgenommene Überstand wurde durch eine Spritze mit Vorsatzfilter (Porengröße 0. 45 
µm) filtriert und in Aliquots von 1 ml bei -80 °C in Schraubgewinderöhrchen eingefroren. 
Die Zellen wurden anschließend entsorgt. Im dritten Schritt erfolgte die Infektion von 
Luciferase-Reporterzellen mit den lentivirushaltigen Überständen. Dazu wurden 50.000 
Zellen je Well in eine 24-Well-Platte in Kulturmedium mit Hygromycin B eingesät. Die 
Platte wurde dann über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, um eine Adhäsion der 
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Zellen zu ermöglichen. Am Folgetag wurden je 500 µl der aufgetauten, lentivirenhaltigen 
Lösung in jedes Well gegeben und die Platte anschließend für 6 h bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Danach erfolgten die Abnahme des Überstands, die erneute Zugabe von 500 µl 
virenhaltiger Lösung und erneute Inkubation der Zellen über Nacht bei 37 °C und 5 % 
CO2. Am Folgetag wurden ohne Abnahme des alten Mediums 500 µl der virenhaltigen 
Lösung für weitere 6 h in jedes Well gegeben. Danach erfolgte ein Mediumwechsel zu 
Kulturmedium, ergänzt mit Selektionsantibiotika in folgenden Endkonzentrationen: 
Hygromycin (100 µg/ml, zum Erhalt der bereits bestehenden NF-κB-Reporterzellaktivität) 
und Puromycin (2 µg/ml zur Selektion der Zellen). Im weiteren Verlauf erfolgten die 
Kultivierung und bei ausreichender Konfluenz die Passage der Zellen wie unter Punkt 
3.2.2 beschrieben. Schließlich erfolgte eine Integritätsprüfung der zwei generierten 
Zelllinien hinsichtlich des Erfolgs der stabilen Transfektionen mittels Quantitative real-
time PCR (rt-PCR). 
3.3 Stimulationsversuche unter Verwendung eines Luciferase-
Reporter-Systems 
3.3.1 Grundlagen des Luciferase-Reporter-Systems 
Das Prinzip eines Luciferase-Reporter-Assays besteht darin, dass in Zellen infolge einer 
Rezeptoraktivierung der Promotor eines Luciferasegens aktiviert und dieses somit verstärkt 
exprimiert wird. Die Luciferase ist in der Lage, Luciferin in Gegenwart von Sauerstoff und 
verschiedenen Kofaktoren zu oxidieren. Dabei wird Licht einer bestimmten Wellenlänge 
emittiert, welches gemessen werden kann und einen Rückschluss auf die 
Aktivierungsstärke der Signalkaskade erlaubt (Brasier et al. 1989). 
Wir führten Experimente durch, bei denen TLR8 bzw. die verschiedenen TLR8-Konstrukte 
in Luciferase-Reporterzellen exprimiert und mittels eines synthetischen Agonisten (R848) 
aktiviert wurden. Die Zellen enthalten alle Elemente der TLR-Signalkaskade. Zusätzlich 
enthält das Genom der Zellen einen NF-κB-empfindlichen Promotor, welcher das Gen für 
die Firefly-Luciferase kontrolliert. Im Folgenden wird der Aktivierungsmechanismus der 
Luciferase beschrieben: 
Infolge Ligandenbindung kommt es zur Aktivierung des TLRs, welche in der Rekrutierung 
des Adapterproteins MyD88 sowie der Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade 
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mündet. Hierdurch bedingt wird der Transkriptionsfaktor NF-κB aktiviert. Dieser 
transloziert in den Zellkern und bindet dort an NF-κB-spezifische DNA-Sequenzen im 
diesbezüglich empfindlichen Promotor. Mit Aktivierung des Promotors erfolgt eine 
verstärkte Produktion der Firefly-Luciferase, welche das im Kulturmedium vorhandene 
Luciferin unter Emission von Licht der Wellenlänge 562 nm oxidiert (Dyer et al. 2000). 
3.3.2 Aktivierung stabiler TLR8- bzw. TLR5/8-Zelllinien mit R848 
Für die Stimulationsversuche wurden je 100.000 der Luciferase-Reporterzellen in je 140 µl 
Luciferinmedium in die Wells einer 96-Well-Platte eingesät. Anschließend wurden die 
Zellen über Nacht im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 gelagert, um eine Adhäsion der 
Zellen an den Plattenboden zu gewährleisten.  
Vor Beginn der Messung wurde die 96-Well-Platte mittels Aufbringens einer Optical 
adhesive cover-Folie unter Verwendung eines ALPSTM 50U-Schweißgeräts versiegelt. Die 
Messung selbst erfolgte in einem Luminoskan RS-Luminometer, zuerst ohne Stimulation 
für mindestens eine Stunde (Vorlauf). Danach erfolgte die TLR-Aktivierung mittels 
Zugabe des TLR8-Agonisten R848 in gewünschter Dosis, gelöst in Luciferinmedium mit 
einem Gesamtvolumen von 10 µl. Hierfür wurde die Versiegelungsfolie vorübergehend 
entfernt. 
Stabile Zelllinien wurden mit einer R848-Endkonzentration bis 10 µg/ml, transient 
transfizierte Zellen mit einer R848-Endkonzentration von 30 µg/ml stimuliert. Die 
Messung erfolgte über mindestens 12 h. 
3.3.3 Messung und Auswertung der Stimulationsversuche 
Während eines Stimulationsversuchs wurde in regelmäßigen Abständen das 
Biolumineszenzsignal eines jeden Wells der 96-Well-Platte für 15 s bei 30 °C gemessen. 
Über die Zeit wurde so für jeden Well der Verlauf des jeweiligen Biolumineszenzsignals 
dokumentiert. Dieses korreliert mit der Produktionsrate der Luciferase. Die Daten wurden 
automatisiert in eine Datenbank mittels einer speziell hierfür programmierten Software 
eingetragen (Mrowka et al. 2008).  
Die Basisexpression der Luciferase variierte zwischen den einzelnen Wells, woraus 
unterschiedliche Ausgangs-Biolumineszenzintensitäten resultierten. Die Ursache dafür 
waren u.a. leichte Abweichungen in der ausgesäten Zellzahl je Well. Um eine 
Vergleichbarkeit der gemessenen Biolumineszenzsignale zu gewährleisten, erfolgte daher 
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die Normierung aller Messwerte. Hierfür wurde zuerst für jeden Well der Mittelwert aller 
gemessenen Biolumineszenzsignale während der letzten Stunde des Vorlaufs berechnet. 
Dieser entspricht dem jeweiligen Basissignal. Anschließend wurden alle gemessenen 
Werte nach Aktivierung der Zellen durch dieses Basissignal geteilt. Im Ergebnis erhielt 
man die relative Luciferaseaktivität. Diese spiegelt die Luciferaseaktivität zu einem 
bestimmten Zeitpunkt im Vergleich zur Basisexpression der Luciferase wider. 
3.3.4 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung der gemessenen Biolumineszenzsignale wurde die 
nichtparametrische Analyse longitudinaler Daten nach Dr. E. Brunner und Dr. F. Langer 
angewendet (Brunner et al. 2002). Alle Analysen erfolgten nach dem F2-LD-F1-Modell. 
Mögliche Einflussfaktoren waren zum einen die Zellart, welche in den meisten Fällen 
durch die Expression unterschiedlicher TLR-Konstrukte bei identischer Zelllinie bedingt 
war, zum anderen die Stimulation der Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des 
R848. Für die eigentliche Auswertung wurde das Statistikprogramm R inklusive des 
Packages nparLD genutzt (Noguchi et al. 2012, R-Core-Team 2017). Die erhaltenen p-
Werte waren vom Typ ANOVA. 
3.4 Optische Lokalisierung der TLR8-Konstrukte 
Für die Fluoreszenzmikroskopie wurde ein AxioObserver Z1-Fluoreszenzmikroskop der 
Firma Zeiss verwendet. Die bei der Aufnahme zu verwendenden Belichtungszeiten legte 
die Software selbstständig fest. Die mikroskopische Beobachtung aller TLRs erfolgte 
indirekt über an die jeweiligen TIR-Domänen gekoppelte Fluoreszenzproteine (YFP oder 
CFP). Alle TLR8-Konstrukte sowie der TLR8-Wildtyp wurden so hinsichtlich des 
Transfektionserfolgs sowie der Lokalisation in der Zelle evaluiert. Zu diesem Zweck 
wurden die Well-Platten mit den Zellen in einen passenden Objektträger des Mikroskops 
gesetzt. So konnten die Zellen im vitalen Zustand mikroskopiert werden. Es wurden von 
einem Bildausschnitt jeweils Durchlichtaufnahmen, Aufnahmen der verwendeten 
Fluoreszenzfarbstoffe sowie des Fluoreszenzfarbstoffs mCherry angefertigt. YFP- bzw. 
CFP-Aufnahmen zeigten die an die TLR8-Konstrukte gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe. 
MCherry-Aufnahmen dienten als Kontrolle für eine unspezifische Fluoreszenz der Zellen. 
Im Auswerteprogramm ZEN der Firma Zeiss wurde jedem der Fluoreszenzfarbstoffe eine 
Falschfarbe zugeordnet, um sie in den Aufnahmen besser kenntlich zu machen.  
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3.5 Screening zur TLR8- bzw. TLR5/8-Aktivierung durch 
Wirkstoffe zugelassener Medikamente 
3.5.1 Stimulationsversuche mit einer Medikamentenbibliothek 
Um zu überprüfen, ob der TLR5/8 durch Medikamente aktiviert werden kann, wurde ein 
Screening mit den von der FDA zugelassenen Wirkstoffe durchgeführt. Zu diesem Zweck 
wurden je 20.000 Zellen der stabilen TLR5/8-Reporterzelllinie bzw. TLR4/MD2/CD14-
Zellen als Kontrolle in je 25 µl Luciferinmedium in die Wells von 384-Well-Platten 
eingesät und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Diese von der Firma Enzo Life Sciences 
hergestellten Platten trugen in jedem Well einen medikamentösen Wirkstoff. Die 
Medikamente waren auf insgesamt drei 384 Well-Platten verteilt. Insgesamt erfolgten je 
Medikament zwei Messungen: an der chimären TLR5/8-Zelllinie und an der TLR4-
Kontroll-Zelllinie. Für die Auswertung wurden für jeden Well die Mittelwerte der 
Biolumineszenzsignale der ersten Messstunde sowie des Zeitabschnitts bis 22 h nach 
Messbeginn berechnet und das Verhältnis beider gebildet. Der Zeitabschnitt während der 
ersten Messstunde entspricht annähernd der Basisexpression der Luciferase, der spätere 
Abschnitt korreliert mit einer etwaigen Änderung der Luciferaseaktivität. Anschließend 
wurde für jedes dieser Verhältnisse eine z-Transformation durchgeführt. Dadurch wurde 
die Zufallsvariable so verändert, dass sie den Erwartungswert null und die Varianz eins 
erhält. Ziel dieses Verfahrens ist es, nicht-normalverteilte Zufallsvariablen, also in diesem 
Fall die Stimulation von TLR5/8 und TLR4 durch denselben Wirkstoff, vergleichen zu 
können (Bortz und Schuster 2011). Zu diesem Zweck wurde der transformierte TLR5/8-
Wert vom transformierten Kontrollwert subtrahiert. Dadurch wurde schließlich ein Wert 
erhalten, dessen Höhe die Veränderung der Luciferaseaktivität und damit indirekt die 
Stärke der Aktivierung des TLR5/8 im Vergleich zum TLR4 angibt.  
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3.5.2 Stimulationsversuche mit ausgewählten Substanzen 
Es wurden je ca. 100.000 Zellen der stabilen TLR8- bzw. TLR5/8-Zelllinie sowie der 
Luciferase-Reporterzelllinie als Kontrolle in je 140 µl Luciferinmedium in die Wells einer 
96-Well-Platte eingesät. Anschließend wurden die Zellen über Nacht bei 37 °C und 5 % 
CO2 inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen nach einem etwa zweistündigen Vorlauf 
mit Imatinib, Vorinostat, Nitazoxanid und Posaconazol (Sigma Aldrich, Endkonzentration 
je 1 mMol/l) stimuliert. Der grundsätzliche Ablauf entsprach dem in Punkt 3.3 
dargestellten Ablauf.  
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4 Ergebnisse 
4.1 Potentielle Lokalisierungssequenzen von TLR8 
Der TLR8-Wildtyp ist typischerweise in endosomalen Membranen lokalisiert (Shah et al. 
2014). Ein Ziel dieser Arbeit war die Relokalisierung des Rezeptors in die äußere 
Zellmembran. Zu diesem Zweck wurden zwei Ansätze gewählt: Zum einen wurden 
potentielle, endosomale Lokalisierungssequenzen innerhalb der ICD von TLR8 
identifiziert. Im Anschluss wurden TLR8-Konstrukte generiert, in denen diese Sequenzen 
mutiert oder deletiert wurden. Zum anderen wurde ein chimärer Ansatz verfolgt, bei dem 
die ECD und TMD von TLR8 mit der ICD von TLR5 gekoppelt wurden. Als 
Positivkontrolle wurde ein TLR8-Konstrukt mit deletierter TIR-Domäne kloniert (Itoh et 
al. 2011). Abb. 4.1 zeigt schematisch den Aufbau der verschiedenen Konstrukte.  
 
 
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Typen von TLR8-Mutanten 
Blaue und rote Anteile der dargestellten Konstrukte stammen von TLR8, pinke Anteile stammen 
von TLR5. Linker und TIR-Domäne stellen zusammen die ICD dar. a) TLR8-Wildtyp, b) TLR8-
Konstrukt mit mutierter, potentieller Lokalisierungssequenz (schwarze Linie) innerhalb der ICD, c) 
Positivkontrolle mit deletierter TIR-Domäne, d) Chimäres TLR5/8-Konstrukt aus ECD von TLR8 
sowie TMD und ICD von TLR5. 
Wildtyp
Mutierte 
Lokalisierungs-
sequenz
TLR8-delTIR
TLR5/8
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Mittels Literaturrecherche wurde mehrere Grundformen endosomaler 
Lokalisierungssequenzen identifiziert. Diese werden in Tab. 4.1 dargestellt. 
 
Tab. 4.1: Übersicht über die Grundstruktur potentieller Lokalisierungssequenzen 
Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der IUPAC-Code verwendet: D: Asparaginsäure, E: 
Glutaminsäure, G: Glycin, I: Isoleucin, L: Leucin, N: Asparagin, P: Prolin, Y: Tyrosin. X: 
beliebige AS, Ø: hydrophobe AS (Bonifacino und Traub 2003, Trowbridge et al. 1993). 
 Aminosäuresequenz 
Tyrosinbasierende Sequenz YXXØ 
NPXY 
Dileucinbasierende Sequenzen [DE]XXXL[LI] 
DXXLL 
 
Gemäß Literaturrecherche ermittelte Grundmotive für endosomale 
Lokalisierungssequenzen wurden mit der Aminosäuresequenz der ICD von TLR8 
verglichen. Dabei wurden insgesamt fünf potentielle Lokalisierungssequenzen identifiziert. 
Die Lokalisierung dieser Sequenzen innerhalb des TLR8 wird in Abb. 4.2 veranschaulicht. 
 
 
Abb. 4.2: Schematische Darstellung von TLR8 mit Hervorhebung potentieller 
Lokalisierungssequenzen 
Oben: schematische Darstellung des TLR8-Wiltyps. Linker (Li) und TIR-Domäne (TIR) bilden 
zusammen die intrazelluläre Domäne (ICD, Aminosäuren 868 – 1059). Hier wurden literaturbasiert 
insgesamt fünf potentielle Lokalisierungssequenzen identifiziert. Diese sind in der 
Sequenzdarstellung (unten) farblich hervorgehoben (rot: Tyrosin-basierend, blau: Dileucin-
basierend). Es wurde der IUPAC-Code für Aminosäuren verwendet: A: Alanin, D: Asparaginsäure, 
K: Lysin, L: Leucin, N: Asparagin, R: Arginin, S: Serin, V: Valin, Y: Tyrosin. 
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Des Weiteren wurde mittels bioinformatischer Analyse mit R nach einer Häufung von 
Peptidsequenzen, bestehend aus vier Aminosäuren, innerhalb der Aminosäuresequenzen 
aller endosomalen Proteine gesucht (Daten nicht dargestellt, Programm geschrieben durch 
Prof. Dr. Ralf Mrowka, Experimentelle Nephrologie, Universitätsklinikum Jena, R-Core 
Team 2017). Diese wurden mit den gemäß der Literaturrecherche identifizierten, 
potentiellen Lokalisierungssequenzen von TLR8 verglichen. Die bereits gemäß 
Literaturrecherche identifizierte, potentielle Lokalisierungssequenz YWDV (Aminosäuren 
871 – 874) kam unter den gebildeten Peptidsequenzen prozentual besonders gehäuft vor. 
Dies könnte darauf hindeuten, dass diese Sequenz für die endosomale Lokalisation von 
TLR8 von Bedeutung ist.  
Zur Überprüfung der potentiellen Aminosäuresequenzen wurden zum einen TLR8-
Mutanten generiert, in denen jeweils die gesamte, potentielle Lokalisierungssequenz 
deletiert wurde. Zum anderen wurden Konstrukte generiert, in denen das führende Y 
(Tyrosin) der Grundform YXXØ zu A (Alanin) mutiert wurde, da es für die Funktion der 
Lokalisierungssequenz unverzichtbar ist (Bonifacino und Traub 2003). Eine Zuordnung 
der generierten TLR8-Mutanten zu den einzelnen Sequenzen wird in Tab. 3.1 im 
Methodenteil dargestellt. 
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4.2 Stimulation von Luciferase-Reporterzellen mit transienter 
Expression von TLR8-Mutanten 
4.2.1 Zeitabhängiger Aktivierungsverlauf infolge Stimulation durch 
R848 
Alle TLR8-Konstrukte wurden transient in Luciferase-Reporterzellen transfiziert. Hiermit 
wurde das Aktivierungsverhalten der Konstrukte infolge Stimulation durch R848 
überprüft. Bei den Luciferase-Reporterzellen handelt es sich um Abkömmlinge von 
HEK293-Zellen, welche neben den für die TLR-Signalkaskade notwendigen Proteinen 
über eine stabil ins Genom integrierte, NF-κB-abhängige Firefly-Luciferase verfügen. 
TLRs hingegen werden nicht spontan exprimiert. Weitere Informationen zur Zelllinie 
werden unter Punkt 3.3.1 beschrieben. Diese Zelllinie war im Labor bereits im Rahmen der 
Nutzung zellbasierter Assays etabliert (Herold 2012). 
Alle TLR8-Konstrukte wurden mittels des synthetischen TLR8-Agonisten R848 (c = 30 
µg/ml) aktiviert. Hierdurch kommt es zu einer Aktivierung der nachgeschalteten 
Signalkaskade, welche in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB und via 
vermehrter Produktion der Firefly-Luciferase in der Umsetzung des im Kulturmedium 
enthaltenen Luciferins u.a. zu Licht mündet (de Wet et al. 1987). Die Lichtstärke wurde 
dabei über die Zeit gemessen. Sie korreliert mit der Produktion der Luciferase und kann 
somit als Maß für die Aktivierungsstärke des jeweiligen TLR8-Konstrukts interpretiert 
werden. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die gemessenen Luciferaseaktivitäten 
normiert: Zu diesem Zweck wurden die gemessenen Werte nach Stimulation durch die 
Basis-Luciferaseaktivität geteilt. Diese entspricht dem Mittelwert aller gemessenen 
Luciferaseaktivitäten über eine Zeitspanne von einer Stunde vor R848-Zugabe. Tab. 3.1 
zeigt eine Übersicht über die generierten TLR8-Konstrukte mit Mutation bzw. Deletion 
potentieller Lokalisierungssequenzen innerhalb der ICD. Bei TLR5/8 handelt es sich um 
einen chimären TLR, bestehend aus der ECD von TLR8 sowie der TMD und ICD von 
TLR5. Die jeweiligen Stimulationskurven mit den relativen Luciferaseaktivitäten sind in 
der Abb. 4.3 dargestellt. 
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Abb. 4.3, Teil A: Zeitlicher Verlauf der relativen Luciferaseintensität von Luciferase-
Reporterzellen mit Expression von durch R848 stimulierbaren TLR8-Konstrukten 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Luciferaseaktivität einschließlich der jeweiligen 
Standardabweichungen von Luciferase-Reporterzellen, welche den TLR8-Wildtyp bzw. die 
genannten TLR8-Mutanten transient exprimieren. Die Zellen wurden mit R848 in einer 
Endkonzentration von 30 µg/ml (rote Kurve, n=4) stimuliert. Die jeweiligen Kontrollen ohne 
R848-Stimulation sind blau dargestellt (n=4). Zum Erhalt der relativen Luciferaseaktivität wurden 
die gemessenen Lichtintensitäten normiert, d.h. durch die Basisluciferaseaktivität geteilt. Die 
Stimulation fand zum Zeitpunkt 0 statt. Statistik: Einfluss der Stimulation mit R848 (p=2.31*10-11), 
Einfluss der Zellart (p=4.40*10-46), Einfluss der Zeit (p=1.94*10-57). 
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Abb. 4.3, Teil B: Zeitlicher Verlauf der relativen Luciferaseintensität von Luciferase-
Reporterzellen mit Expression von durch R848 nicht-stimulierbaren TLR8-Konstrukten 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Luciferaseaktivität einschließlich der jeweiligen 
Standardabweichungen von Luciferase-Reporterzellen, welche die genannten TLR8-Mutanten 
transient exprimieren. Die Zellen wurden mit R848 in einer Endkonzentration von 30 µg/ml (rote 
Kurve, n=4) stimuliert. Die jeweiligen Kontrollen ohne R848-Stimulation sind blau dargestellt 
(n=4). Zum Erhalt der relativen Luciferaseaktivität wurden die gemessenen Lichtintensitäten 
normiert, d.h. durch die Basisluciferaseaktivität geteilt. Die Stimulation fand zum Zeitpunkt 0 statt. 
Statistik: Einfluss der Stimulation mit R848 (p=2.31*10-11), Einfluss der Zellart (p=4.40*10-46), 
Einfluss der Zeit (p=1.94*10-57). 
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Abb. 4.3, Teil C: Zeitlicher Verlauf der relativen Luciferaseintensität von Luciferase-
Reporterzellen mit transienter Expression der Negativkontrollen infolge Stimulation durch 
R848 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Luciferaseaktivität einschließlich der jeweiligen 
Standardabweichungen von Luciferase-Reporterzellen, welche den TLR8-Wildtyp bzw. die 
genannten TLR8-Mutanten transient exprimieren. Die Zellen wurden mit R848 in einer 
Endkonzentration von 30 µg/ml (rote Kurve, n=4) stimuliert. Die jeweiligen Kontrollen ohne 
R848-Stimulation sind blau dargestellt (n=4). Zum Erhalt der relativen Luciferaseaktivität wurden 
die gemessenen Lichtintensitäten normiert, d.h. durch die Basisluciferaseaktivität geteilt. Die 
Stimulation fand zum Zeitpunkt 0 statt. Bei TLR8-ΔTIR handelt es sich um ein TLR8-Konstrukt 
mit deletierter TIR-Domäne. Dieses soll in der äußeren Zellmembran lokalisiert sein (Itoh et al. 
2011). Untransfizierte Luciferasezellen exprimieren kein TLR8-Konstrukt und dienen als 
Negativkontrolle. Statistik: Einfluss der Stimulation mit R848 (p=2.31*10-11), Einfluss der Zellart 
(p=4.40*10-46), Einfluss der Zeit (p=1.94*10-57). 
 
Die Abb. 4.3 zeigt in jedem Diagramm die relativen Luciferaseaktivitäten einschließlich 
der jeweiligen Standardabweichungen eines TLR8-Konstrukts nach Stimulation mit dem 
synthetischen TLR8-Agonisten R848 über eine Zeitspanne von 50 h. Die R848-
Endkonzentration beträgt stets 30 µg/ml (rote Kurve), die R848-Konzentration der jeweils 
zugehörigen Kontrolle immer 0 µg/ml (blaue Kurve).  
Die Aktivierung mit R848 fand jeweils zum Zeitpunkt null statt. Kurze Zeit danach weisen 
alle Kurven einen leichten Abfall der relativen Luciferaseaktivität unter den Initialwert von 
1 auf, welcher sich schnell erholt. Eine relative Luciferaseaktivität von 1 entspricht 
gleichzeitig der Basis-Luciferaseaktivität der Zellen. Der vorübergehende Abfall ist 
wahrscheinlich bedingt durch das Abkühlen der Zellen unter 37 °C während des 
Einbringens des R848 bei Raumtemperatur. 
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Im Anschluss kommt es je nach TLR8-Konstrukt zu einem unterschiedlich stark 
ausgeprägten Anstieg der relativen Luciferaseaktivität. Nach Erreichen eines Maximums 
folgt schließlich ein Abfall der relativen Luciferaseaktivität auf ein Zielniveau, dessen 
Höhe vom jeweiligen TLR8-Konstrukt abhängig ist.  
Bei den TLR8-Rezeptoren/Mutanten TLR8-Wildtyp, TLR8-mutY871A, TLR5/8 sowie 
TLR8-mutY888A kommt es infolge Aktivierung durch R848 zu einem deutlichen Anstieg 
der relativen Luciferaseaktivitäten. Die maximale Aktivität zeigt das Konstrukt TLR8-
mutY871A, gefolgt von TLR8-Wildtyp, TLR5/8 und schließlich TLR8-mutY888A. Die 
maximale Aktivität von TLR8-mutY871A erreicht die etwa 6.9x Basis-Luciferaseaktivität, 
die des TLR8-Wildtyps TLR8-Wildtyp die 4.5x Basis-Luciferaseaktivität, die von TLR5/8 
die 4.1x Basis-Luciferaseaktivität und die von TLR8-mutY888A die 2.8x Basis-
Luciferaseaktivität. Somit führt die Zugabe von R848 in einer Konzentration von 30 µg/ml 
zu einer 1.5x stärkeren Aktivierung von TLR8-mutY871A als vom TLR8-Wildtyp. Bei 
TLR5/8 und TLR8-mutY888A ist die Aktivierbarkeit durch R848 schwächer als beim 
TLR8-Wildtyp. Zu erwähnen ist, dass TLR5/8 jedoch eine geringere Schwelle zur 
Aktivierbarkeit durch R848 aufweist als der TLR8-Wildtyp, also bereits bei einer 
geringeren R848-Konzentration zu einer verstärkten Luciferaseaktivität führt (Daten nicht 
dargestellt). 
Nach Erreichen des Maximums kommt es zu einem Rückgang der relativen 
Luciferaseaktivität. Nach ungefähr 30 h ist das Zielniveau erreicht. Dieses liegt bei TLR8-
Wildtyp, TLR8-mutY871A und TLR8-mutY888A zwischen der 0.75x bis 1.5x 
entsprechenden Ausgangsaktivität. Bei TLR5/8 zeigt sich hingegen ein Verbleib der 
relativen Luciferaseaktivität im Bereich der 2.7 – 2.9x Ausgangsaktivität. Bei den 
Messungen der eben beschriebenen Konstrukte ist die relative Luciferaseaktivität der 
stimulierten Zellen stets höher als die Aktivität der zeitlich entsprechenden 
Kontrollmessungen. Folglich zeigt sich eine Aktivierbarkeit der Konstrukte durch den 
TLR8-Agonisten R848. Zusammenfassend ist diese beim TLR8-Konstrukt TLR8-
mutY871A stärker ausgeprägt als beim TLR8-Wildtyp, bei TLR5/8 und TLR8-mutY888A 
hingegen schwächer ausgeprägt als beim TLR8-Wildtyp. 
Auch die restlichen Konstrukte TLR8-Δ871-874, TLR8-ΔTIR, TLR8-Δ928-933, TLR8-
Δ979-982 und TLR8-Δ1007-1010 sowie die Kontrolle mit untransfizierten Luciferase-
Reporterzellen weisen zum Zeitpunkt null einen leichten Abfall der relativen 
Luciferaseaktivität unter 1 auf, welcher sich zügig erholt. Dies ist wiederum bedingt durch 
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ein passageres Abkühlen der Zellen während der Zugabe von R848. Im Gegensatz zu den 
oben beschriebenen Konstrukten kommt es jedoch nur zu einem minimalen Anstieg der 
relativen Luciferaseaktivität über die Basis-Luciferaseaktivität von 1 hinaus. Im Anschluss 
kommt es zu einem langsamen Abfall der relativen Luciferaseaktivität, welche sich 
abhängig vom Konstrukt nach 15 – 30 h auf ein Zielniveau unterhalb der Basis-
Luciferaseaktivität einstellt. Bereits nach 5 – 10 h kommt es so zu einem Abfall der 
relativen Luciferaseaktivität der stimulierten Zellen unter diejenige der unstimulierten 
Kontrollzellen.  
Insgesamt zeigt sich ein deutlicher Unterschied hinsichtlich des Verlaufs der relativen 
Luciferaseaktivitäten der TLR8-Konstrukte TLR8-Wildtyp, TLR8-mutY871A, TLR5/8 
sowie TLR8-mutY888A im Vergleich zu den TLR8-Konstrukten TLR8-Δ871-874, TLR-
Δ871-874+Δ888-891, TLR8-ΔTIR, TLR8-Δ928-933, TLR8-Δ979-982 und TLR8-Δ1007-
1010 infolge Stimulation durch R848. Bei ersteren, den Mutationskonstrukten, zeigt sich 
eine deutlich erhöhte, relative Luciferaseaktivität als bei Letzteren, den 
Deletionskonstrukten. Zudem besteht bei den Mutationskonstrukten eine deutlich erhöhte, 
relative Luciferaseintensität im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollmessungen bzw. zu 
nicht-TLR8-exprimierenden Luciferase-Reporterzellen. Somit zeigen sich die Konstrukte 
TLR8-mutY871A, TLR5/8 sowie TLR8-mutY888A funktionell mit erhaltener 
Aktivierbarkeit durch R848. Bei den Konstrukten TLR8-Δ871-874, TLR-Δ871-874+Δ888-
891, TLR8-ΔTIR, TLR8-Δ928-933, TLR8-Δ979-982 und TLR8-Δ1007-1010 zeigt sich 
jedoch ein nahezu identischer Verlauf der relativen Luciferaseaktivitäten im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrollmessung sowie im Vergleich zum Verlauf der relativen 
Luciferaseaktivität nicht-TLR8-exprimierender Luciferase-Reporterzellen. Somit ist hier 
von einer reduzierten Funktion der TLR8-Konstrukte und damit abgeschwächter 
Aktivierbarkeit durch R848 auszugehen. 
Zu erwähnen ist, dass sich bezüglich des Einflusses der Zeit, Stimulation durch R848 und 
Art des TLR8-Konstrukts auf den Verlauf der relativen Luciferaseaktivitäten 
hochsignifikante p-Werte zeigen. Diese sind stets deutlich kleiner als 0.05. Dies ist 
unabhängig davon, um welches TLR8-Konstrukt es sich handelt. Die hohe Signifikanz der 
Messungen ist möglicherweise bedingt durch die hohe Anzahl an Messpunkten, welche bei 
jeder Messung mehrere Tausend Stück beträgt. Sie besitzt jedoch wahrscheinlich nur eine 
reduzierte Aussagekraft hinsichtlich der biologischen Relevanz der Unterschiede zwischen 
Experiment und Kontrolle bei den Deletionskonstrukten. 
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4.2.2 Vergleich der Aktivierungsverläufe nach Stimulation mit R848  
Unter den verschiedenen TLR8-Konstrukten wiesen neben dem TLR8-Wildtyp drei TLR8-
Konstrukte eine positive Reaktion auf die Stimulation mit R848 auf (TLR8-mutY871A, 
TLR8-mutY888A, TLR5/8); bei allen anderen bestand kein relevanter Unterschied zur 
unstimulierten Kontrolle. Unter der Hypothese, dass ein in der äußeren Zellmembran 
befindliches TLR8-Konstrukt eine schnellere Aktivierung der nachgeschalteten 
Signalkaskade veranlassen kann, sollte von diesen drei Konstrukten der zeitliche Verlauf 
des relativen Luciferaseaktivitätsanstiegs mit derjenigen vom TLR8-Wildtyp verglichen 
werden. 
Die Abb. 4.4 zeigt den zeitlichen Verlauf der relativen Luciferaseaktivitäten von 
Luciferase-Reporterzellen mit transienter Expression von TLR8-Wildtyp, TLR8-
mutY871A, TLR-mutY888A und TLR5/8 nach Stimulation mit R848 in einer 
Endkonzentration von 30 µg/ml. Die Kurven sind aus Gründen der Übersichtlichkeit ohne 
Standardabweichungen dargestellt. 
 
 
Abb. 4.4: Vergleich der Aktivierungsgeschwindigkeit von Luciferase-Reporterzellen mit 
transienter Expression von TLR8-Konstrukten nach R848-Stimulation 
Das Diagramm zeigt vergleichend für Luciferase-Reporterzellen mit transienter Expression der 
angeschriebenen TLR8-Konstrukte den zeitlichen Verlauf der relativen Luciferaseaktivität nach 
Stimulation mit R848 in einer Endkonzentration von 30 µg/ml. Es ist zu erkennen, dass TLR8-
mutY871A den steilsten Anstieg aufweist, gefolgt vom TLR8-Wildtyp, TLR5/8 und TLR8-
mutY888A. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Darstellung der Negativkontrolle 
sowie der jeweiligen Standardabweichungen verzichtet. Diese sind in der Abb. 4.3 dargestellt. 
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Der stärkste Anstieg zeigt sich für TLR8-mutY871A, gefolgt von TLR8-Wildtyp, TLR5/8 
und TLR8-mutY888A. Im Verlauf bleibt mit einer Ausnahme auch die Abfolge der 
relativen Luciferaseaktivitäten erhalten: Nach ca. 10 h übertrifft TLR5/8 die Aktivität von 
TLR8-Wildtyp. 
Somit führt die Aktivierung des Konstrukts TLR8-mutY871A am zügigsten zu einer 
Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade. Dies steht in Kongruenz mit der hier 
auch am höchsten ausgeprägten, maximalen, relativen Luciferaseaktivität im Vergleich zu 
TLR8-Wildtyp und den anderen TLR8-Mutationskonstrukten. 
4.3 Stimulation von Luciferase-Reporterzellen mit stabiler 
Expression von TLR8 bzw. TLR5/8 mit R848 
Für weitere Stimulationsexperimente sollte das chimäre Konstrukt TLR5/8 genutzt werden. 
Anhand der gesichteten Literatur schien es hier am wahrscheinlichsten, dass dieses 
Konstrukt in die äußere Zellmembran lokalisiert war (Nishiya und DeFranco 2004). Als 
jeweilige Kontrolle diente der TLR8-Wildtyp, welcher im weiteren Verlauf als TLR8 
bezeichnet wird. Um eine bessere Vergleichbarkeit der durchzuführenden Experimente zu 
erreichen, wurden die TLRs stabil in Luciferase-Reporterzellen integriert. Hierbei handelt 
es sich um dieselben, auf HEK293-Zellen basierenden Luciferase-Reporterzellen, welche 
auch für die transienten Transfektionen genutzt worden waren. Infolge Stimulation mit 
R848 konnte auch hier eine NF-κB-vermittelte Lichtemission über die Zeit gemessen 
werden. 
Abb. 4.5 zeigt den zeitlichen Verlauf einschließlich Standardabweichungen der relativen 
Luciferaseaktivitäten beider Zelllinien sowie der Kontrollzelllinie nach Stimulation mit 
R848 in unterschiedlichen Konzentrationen (jeweils n = 8). Bei der Kontrollzelllinie 
handelt es sich um die ursprüngliche Luciferase-Reporterzelllinie ohne transfizierten TLR, 
welche zur Generierung der stabilen TLR8- bzw. TLR5/8-Zelllinien verwendet wurde. Die 
gemessenen Biolumineszenzsignale wurden dabei jeweils auf die Basis-Luciferaseaktivität, 
entsprechend dem Mittelwert aller Messwerte während der letzten Stunde vor R848-
Zugabe, normiert. 
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Abb. 4.5: Zeitabhängiger Verlauf der relativen Luciferaseaktivität in stabil TLR8- bzw. 
TLR5/8 exprimierenden Luciferase-Reporterzellen infolge Stimulation mit R848 in 
unterschiedlichen Konzentrationen 
Die unterschiedlichen Graphen zeigen den zeitlichen Verlauf der relativen Luciferaseaktivität von 
Luciferase-Reporterzellen mit stabiler Expression von TLR5/8 (rote Kurven) bzw. TLR8 (lila 
Kurven) sowie der Kontrollen (Luciferase-Reporterzellen, blaue Kurven) nach Stimulation mit 
R848 in unterschiedlichen Konzentrationen. Über die Ausprägung der relativen Luciferaseaktivität 
kann quantitativ auf die Aktivierung des NF-κB-Systems rückgeschlossen werden. Statistik: 
Einfluss der Zellart (p=2.15*10-33), kombinierter Einfluss von Zellart und R848-Konzentration 
(p=1.40*10-135), kombinierter Einfluss von Zellart und Zeit (p=3.11*10-51), kombinierter Einfluss 
von Zellart, R848-Konzentration und Zeit (p=1.84*10-66). 
 
Es zeigt sich für beide rezeptortragenden Zelllinien (TLR8 und TLR5/8) eine ausgeprägte 
Dosisabhängigkeit der gemessenen Luciferaseaktivitäten vom TLR8-Agonisten R848. Die 
relative Luciferaseaktivität der Kontrollmessungen mit Zellen ohne TLR-Produktion 
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verbleibt hingegen ungefähr auf dem Ausgangsniveau. Leichte Schwankungen der 
Luciferaseaktivität sind wahrscheinlich auf die Teilung der Zellen im Messgefäß und damit 
Veränderung der numerischen Anzahl an Luciferaseenzymen zurückzuführen. 
In Bezug auf die beiden rezeptortragenden Zelllinien zeigt sich ein Unterschied betreffend 
der Aktivierungsstärke: TLR5/8 führt im Vergleich zu TLR8 bei gleicher R848-
Stimulation zu einer deutlich stärkeren Aktivierung des NF-κB-Systems. Wie bereits zuvor 
beschrieben, sind die Unterschiede in Bezug auf Einfluss der Zellart stark signifikant. Des 
Weiteren ist für eine nachweisbare Aktivierung der TLR5/8-Zelllinie über den Basiswert 
hinaus eine geringere Mindestkonzentration des Stimulanz R848 notwendig als bei der 
TLR8-Zelllinie: Die niedrigste R848-Konzentration, bei der in diesen Experimenten eine 
Aktivierung der TLR5/8-Zelllinie gemessen werden konnte, beträgt 1.25 µg/ml; bei der 
TLR8-Zelllinie sind es hingegen 5 µg/ml. Schließlich besteht auch ein Unterschied 
bezüglich des Zeitverlaufs der Aktivierung. Der Höhepunkt der Aktivierung der TLR5/8-
Zelllinie zeigt sich unabhängig von der R848-Konzentration nach 50 – 60 h. Bei der 
TLR8-Zelllinie wird dieser bereits nach 20 – 30 h erreicht.  
Im Vergleich zu den Experimenten mit transient TLR8- bzw. TLR5/8-transfizierten 
Luciferase-Reporterzellen zeigten sich grundsätzlich ähnliche, zeitliche Verläufe der 
relativen Luciferaseaktivitäten. Allerdings waren zum Erreichen eines annähernd gleichen 
Biolumineszenzsignals der stabil transfizierten Zelllinien deutlich geringere 
Konzentrationen an R848 im Vergleich zu den transient transfizierten Zelllinien 
notwendig. Des Weiteren kommt es bei den stabilen Zelllinien zu einer deutlich stärkeren 
Antwort von TLR5/8 als von TLR8 auf jeweils dieselbe R848-Konzentration. Unverändert 
zeigt sich der zeitliche Ablauf des Erreichens der jeweiligen Aktivierungsmaxima, wobei 
TLR8 sein Maximum früher erreicht als TLR5/8. Nicht mehr beobachten lässt sich für die 
stabile TLR5/8-Zelllinie ein Verbleib der Aktivierung auf erhöhtem Niveau nach Erreichen 
des Aktivierungsmaximums. Allerdings konnte im Beobachtungszeitraum kein stabiles 
Aktivitätsniveau nach Erreichen des Aktivitätsmaximums beobachtet werden. Eine 
Aussage bezüglich eines persistierend erhöhten Aktivitätsniveaus ist daher für die stabile 
TLR5/8-Zelllinie nicht möglich. 
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4.4 Quantitative Bestimmung der Rezeptormenge der stabilen 
TLR8- und TLR8-5/8-Zelllinien mittels Real-time 
quantitative PCR 
TLR8 und TLR5/8 waren für die Experimente stabil in Luciferase-Reporterzellen 
transfiziert worden. Es wurde angenommen, dass ein durch die Zelle exprimiertes TLR8-
Konstrukt eine definierte Kapazität zur Aktivierung des NF-κB-Signalwegs hat und somit 
eine bestimmte, zu messende Lichtemission verursacht. Die zu vergleichenden, stabilen 
Zelllinien wurden unter Nutzung von Lentiviren hergestellt. Die gewünschten Genkopien 
werden hierbei zufällig in das Genom der Zielzelle eingebaut, daher kann die exakte 
Anzahl an übertragenen Genkopien nicht vorhergesagt werden (Vigna und Naldini 2000). 
Somit würde bei unterschiedlichen Expressionsraten bezüglich des TLR8-Konstrukts der 
zu vergleichenden Zelllinien eine unterschiedliche Expression der Luciferase resultieren. 
Das Ziel eines Vergleichs der Aktivierungskapazität der einzelnen TLR8-Konstrukte 
bezüglich des NF-κB-Signalwegs würde somit erschwert.  
Per quantitativer real-time PCR wurden daher die eingebrachten DNA-Mengen überprüft. 
Gemäß 2^(-ΔΔCt) ergab sich ein Verhältnis der Genkopien von TLR8 zu TLR5/8 von 
68.6:1. Somit bestand eine erhöhte Expressionsrate von TLR8 in der entsprechenden 
Zelllinie. Da gemäß ΔΔCt-Methode die Effizienz der beiden beurteilten PCRs normiert 
wurde und kein relevanter Größenunterschied beider Konstrukte bestand (TLR8: 3177 bp, 
TLR5/8: 3216 bp), kann somit von einer höheren Anzahl an Genkopien im Genom der 
stabilen TLR8-Zelllinie als in der TLR5/8-Zelllinie ausgegangen werden.  
Wie unter Punkt 4.3 beschrieben, zeigte sich infolge R848-Aktivierung eine erhöhte 
Luciferaseaktivität von TLR5/8 als von TLR8. Angesichts geringerer Expressionsraten von 
TLR5/8 im Vergleich zu TLR8 weist ersterer somit eine vermehrte Kapazität zur 
Aktivierung der nachgeschalteten NF-κB-Signalkaskade auf. Ein verstärktes Leuchtsignal 
aufgrund einer verstärkten Expression von TLR5/8 konnte so ausgeschlossen werden. 
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4.5 Vorhergesagte Tertiärstruktur von TLR8-YFP 
Um eine indirekte, mikroskopische Beobachtung zu ermöglichen, lagen alle verwendeten 
TLRs in Form eines Fusionsproteins mit einem Fluoreszenzfarbstoff vor. Unter 
Verwendung des interaktiven Web-Portals Phyre2 erstellten wir eine vorhergesagte 
dreidimensionale Struktur des TLR8-YFP- sowie des TLR5/8-CFP-Fusionsproteins. Diese 
werden in Abb. 4.6 dargestellt. 
 
 
Abb. 4.6: Vorhergesagte 3D-Struktur des TLR8-YFP-Fusionsproteins 
Die verschiedenen Anteile der Proteine sind entsprechend farbig gekennzeichnet. ECD: 
extrazelluläre Domäne. TMD: Transmembrandomäne. ICD: TIR-Domäne. YFP: Yellow 
fluorescent protein. CFP: Cyan fluorescent protein. Die Vorhersage beruht auf Berechnungen des 
interaktiven Web-Portals Phyre2 (Kelley et al. 2015). 
 
Gemäß der Vorhersagen kommt es jeweils zu einer erwartungsgemäßen Faltung der 
einzelnen Proteindomänen. Strukturell scheinen die Fluoreszenzproteine über einen Linker 
ausreichend von der ICD getrennt zu werden, um deren Funktion nicht zu beeinträchtigen.  
Insbesondere umfassen sie diese nicht, sodass die Interaktion der ICD mit dem 
Adapterprotein MyD88, welches den Anfang der nachgeschalteten Signalkaskade bildet, 
nicht relevante beeinträchtigt zu sein scheint. 
TLR8-ECD
TLR8-TMD
TLR8-ICD
YFP
TLR8-ECD
TLR5-TMD
TLR5-ICD
CFP
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4.6 Mikroskopischer Nachweis der TLR8-Konstrukte 
Alle TLR8-Konstrukte waren Fusionsproteine mit je einem an die TIR-Domäne 
gekoppelten Fluoreszenzprotein. Bei den reinen TLR8-Konstrukten war dies YFP, beim 
chimären TLR5/8 CFP. Diese Fluoreszenzproteine sind infolge Absorption von Licht einer 
bestimmten Wellenlänge in der Lage, Licht einer höheren Wellenlänge zu emittieren.  
Die verschiedenen TLR8-Konstrukte wurden für die Beobachtung mittels 
Epifluoreszenzmikroskopie transient in HEK293-Zellen transfiziert. Somit konnten neben 
normalen Durchlichtaufnahmen auch spezifische Aufnahmen der Fluoreszenzproteine und 
indirekt der daran gekoppelten TLR-Konstrukte angefertigt werden. 
Beispielhaft werden in Abb. 4.7 Durchlicht- und Epifluoreszenzaufnahmen vom TLR8-
Wildtyp und von TLR8-ΔTIR gezeigt.  
In allen Fällen zeigte sich eine Verteilung des Fluoreszenzproteins im Zytoplasma der 
Zelle, sodass von einer erfolgreichen Transfektion ausgegangen werden kann. Eine 
verstärkte Fluoreszenzintensität im Bereich der Zellmembran war bei keinem Konstrukt 
sicher zu eruieren. Dies schließt auch das Konstrukt TLR8-ΔTIR, welches gemäß Literatur 
in der äußeren Zellmembran lokalisiert sein sollte, mit ein (Itoh et al. 2011). 
Da die Epifluoreszenzmethode jedoch nicht optimal zur optischen, quantitativen 
Lokalisationsbestimmung geeignet ist, können hier nur beschränkt Aussagen zur 
Verteilung der TLR8-Konstrukte innerhalb der Zellen gemacht werden. Die stärkere, 
funktionelle Reaktion auf den TLR8-Liganden R848 könnte jedoch für das Konstrukt 
TLR8-mutY871 auf eine Integration in die äußere Zellmembran hindeuten.  
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TLR8-Wildtyp TLR8-ΔTIR 
  
  
  
Abb. 4.7: Mikroskopiebilder von HEK293-Zellen mit transienter Expression von TLR8-
Wildtyp und TLR8-ΔTIR 
Beispielhafte Darstellung vom TLR8-Wildtyp (links) und TLR8-ΔTIR (rechts). Oben: 
Durchlichtaufnahmen. Mitte: Epifluoreszenzaufnahmen. Unten: kombinierte Aufnahme.  
 
4.7 Screening zur Aktivierbarkeit vom TLR8-Wildtyp und 
TLR5/8 durch zugelassene Medikamente 
Wir führten ein Screening mit der Frage nach der Aktivierbarkeit der stabilen TLR5/8-
Zelllinie mit einem Großteil der von der FDA zugelassenen Medikamente durch. Hierfür 
wurde die TLR5/8-Zelllinie ausgewählt, da diese in den Stimulationsexperimenten eine 
leichtere Aktivierbarkeit durch R848 gezeigt hatte als die TLR8-Zelllinie. Als 
Negativkontrolle wurde eine Luciferase-Reporterzelllinie gewählt, die nicht über TLR8 
oder TLR5/8 verfügt. Stattdessen exprimiert diese ausschließlich TLR4, welcher 
natürlicherweise in der äußeren Zellmembran lokalisiert ist und LPS bindet (Shah et al. 
2014). Schließlich wurden die Wirkungen der TLR5/8-aktivierenden Medikamente mit 
TLR8 hinsichtlich eines möglicherweise bestehenden Unterschieds in der maximalen 
Aktivierungsstärke verglichen. 
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Die Zellen wurden in Well-Platten eingesät, welche in jedem Well einen der von der FDA 
zugelassenen, medikamentösen Wirkstoffe enthalten. Im Falle einer Aktivierung des NF-
κB-Systems wurde das im Kulturmedium enthaltene Luciferin unter Aussendung von Licht 
umgesetzt und diese Biolumineszenz über die Zeit gemessen. Die jeweiligen 
Aktivitätsmaxima beider Zelllinien wurden in Bezug auf jeden Wirkstoff dokumentiert. 
Um eine Auswertung und Vergleichbarkeit der gewonnenen Aktivitätsmaxima zu 
gewährleisten, wurden diese mittels Errechnung des Z-Scores standardisiert. Dieser 
korreliert mit der gemessenen Lichtstärke und somit auch mit der Aktivierung des NF-κB-
Systems durch das jeweilige Medikament. Isoliert lässt er jedoch keinen Rückschluss auf 
den Mechanismus der Aktivierung einer Zelllinie zu, sondern muss im Vergleich zum Z-
Wert der anderen Zelllinie betrachtet werden. Zu erwähnen ist, dass deshalb auch negative 
Z-Scores im Sinne einer im Vergleich zum Mittelwert geringeren, gemessenen 
Biolumineszenzintensität möglich sind. Eine beispielhafte Übersicht über die Ergebnisse 
zeigt Abb. 4.8. 
 
 
Abb. 4.8: Übersicht über das Aktivierungsverhalten der stabilen TLR5/8-Zellinie infolge 
Zugabe verschiedener Medikamente 
Das Diagramm zeigt die berechneten Z-Scores für alle getesteten Medikamente in Bezug auf eine 
Aktivierung der stabilen TLR5/8-Reporterzelllinie. Exemplarisch sind vier Medikamente mit hohen 
Z-Scores (rot) sowie Actinomycin D (orange) mit dem niedrigsten Z-Score hervorgehoben. 
Entsprechend des hohen Z-Scores war von einer aktivierenden Wirkung des jeweiligen 
Medikaments auf die TLR5/8-Zellen auszugehen. Die rot gefärbten Medikamente wurden für 
weitere Experimente ausgewählt.  
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Im weiteren Verlauf werden die Medikamente mit den höchsten Z-Scores bei Messung mit 
der TLR5/8-Zelllinie betrachtet. Diese Medikamente sind in Abb. 4.8 rot hervorgehoben. 
Die Z-Scores dieser Medikamente betragen, jeweils genannt für die TLR5/8- und danach 
die TLR4-Kontrollzelllinie: Vorinostat: 12.6/3.3, Nitazoxanid: 7.2/11.1, Imatinib: 2.5/3.4 
und Posaconazol: 2.0/-0.2. Es scheint keine Korrelation zwischen den Z-Scores für die 
TLR5/8- und die TLR4-Kontrollzelllinie zu bestehen.  
Im Folgenden wurden die Differenzen der Z-Scores der TLR5/8- und der TLR4-
Kontrollzelllinie gebildet. Es ergab sich für Vorinostat: 9.3, Nitazoxanid: -3.9, Imatinib: -
0.9 und Posaconazol 1.8. Je positiver die Differenz ausfällt, desto größer ist die 
Aktivierung der TLR5/8-Zelllinie im Vergleich zur Kontrolle als Reaktion auf das 
entsprechende Medikament. Dieser Effekt scheint für Vorinostat am stärksten ausgeprägt 
zu sein. Entsprechend ist von einer agonistischen Wirkung von Vorinostat auf TLR5/8 
auszugehen. 
In weiteren Experimenten wurde die Wirkung der Medikamente Vorinostat, Nitazoxanid, 
Imatinib und Posaconazol auf TLR8 und TLR5/8 verglichen. Auch hier wurden die 
generierten, stabilen Reporterzelllinien genutzt. Als Negativkontrolle wurden Luciferase-
Reporterzellen verwendet, welche auch die Grundlage für die stabile Transfektion gebildet 
hatten. Die Ergebnisse zeigt Abb. 4.9. 
Nach Zugabe von Vorinostat, einem Histon-Deacetylase-Inhibitor, kam es zu einem 
Anstieg der relativen Luciferaseaktivitäten beider, stabiler Zelllinien. Dieser ist bei TLR8 
stärker ausgeprägt (Anstieg auf max. 2.3x Ausgangs-Luciferaseaktivität) als bei TLR5/8 
(max. 1.4x Ausgangsaktivität). Ein Aktivitätsmaximum wurde während der Messdauer 
nicht beobachtet. Ebenso wurde kein Anstieg der relativen Luciferaseaktivität der 
Kontrollzelllinie beobachtet. 
Bei den anderen, untersuchten Medikamenten zeigte sich nach einer während der ersten 
fünf Stunden etwa gleichbleibenden Luciferaseaktivität der beiden TLR-tragenden 
Zelllinien ein langsames Absinken dieser bis auf die etwa 0.5x Ausgangsaktivität. Dabei 
war die relative Luciferaseaktivität von TLR8 stets grösser als die von TLR5/8 und beide 
zu jedem Zeitpunkt grösser als die Kontrolle mit untransfizierten Luciferase-
Reporterzellen. Einzige Ausnahme bildet Imatinib, wo die relative Luciferaseaktivität der 
TLR5/8-Zelllinie für einige Stunden die der Kontrollzelllinie unterschreitet. 
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Abb. 4.9: Medikamenteninduzierte Stimulation der stabilen TLR5/8- und TLR8-Zelllinien 
Dargestellt sind die zeitabhängigen, relativen Luciferaseaktivitäten der stabilen TLR8- (gelbe 
Kurven) und TLR5/8-Zelllinien (rote Kurven) nach Stimulation mit Vorinostat, Nitazoxanid, 
Imatinib bzw. Posaconazol in einer Endkonzentration von 1 µmol/l. Als Negativkontrolle dienten 
jeweils untransfizierte Luciferase-Reporterzellen (blaue Kurven). Einzig Vorinostat bewirkte einen 
Anstieg der relativen Luciferaseaktivität beider TLR-tragenden Zelllinien. Die Medikamente waren 
in DMSO bzw. Methanol gelöst. Diese führten isoliert nicht zu einem nennenswerten Anstieg der 
relativen Luciferaseaktivität. Statistik: Einfluss der Zellart (p=2.08*10-45), Einfluss des 
Medikaments (p=7.15*10-46), kombinierter Einfluss von Substanz und Zelltyp (p=1.69*10-03). 
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Trotz rechnerisch signifikanter Unterschiede besteht angesichts des sehr ähnlichen 
Verlaufs der Aktivitätskurven wahrscheinlich kein biologisch relevanter Unterschied 
zwischen den Verläufen der relativen Luciferaseaktivitäten der Medikamente Nitazoxanid, 
Imatinib und Posaconazol im Vergleich zu den Lösungsmitteln DMSO bzw. Methanol. 
Insofern wirken diese Medikamente wahrscheinlich nicht agonistisch am TLR8. 
Zu erwähnen ist, dass die relative Luciferaseaktivität nach Ende des Vorlaufs stets für 
einen kurzen Zeitraum geringer war als der Mittelwert der Vorlaufmessungen. Dies war 
wahrscheinlich durch das technisch bedingte Abkühlen der Zellen während des 
Hinzufügens des jeweiligen Medikaments bedingt. 
Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass Vorinostat eine agonistische 
Wirkung am TLR8 entwickelt. Dies war gemäß unserem Kenntnisstand bis dato 
unbekannt. 
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5 Diskussion 
5.1 Vergleichende Untersuchung des Aktivierungsverhaltens 
TLR8-exprimierender Zellen infolge R848-Stimulation 
TLR8 ist als intrazellulärer TLR in der Lage, RNA-Fragmente von Viren und Bakterien 
sowie synthetische Imidazoquinolinderivate zu binden (Cervantes et al. 2012, Murphy 
2018). Infolge der Ligandenbindung kommt über die nachgeschaltete Signalkaskade zu 
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB mit konsekutiv vermehrter Produktion 
proinflammatorischer Zytokine (Kawai und Akira 2006). Gemäß unserem Kenntnisstand 
ist es bis dato ungeklärt, welcher Teil der Aminosäuresequenz des TLR8 für dessen 
intrazelluläre Lokalisation verantwortlich ist (Leifer et al. 2006, Nishiya et al. 2005). Es 
existieren jedoch Hinweise, dass sich eine entsprechende Lokalisierungssequenz in der 
intrazellulären Domäne des TLR8 befinden könnte (Itoh et al. 2011). 
Wir identifizierten potentielle Lokalisierungssequenzen innerhalb der ICD von TLR8. 
Darauf gestützt wurden TLR8-Mutanten mit jeweils einer Mutation oder Deletion dieser 
Sequenzen generiert. Anschließend wurde das Aktivierungsverhalten aller TLR8-Mutation 
infolge Stimulation durch R848 mittels eines Luciferase-Reporter-Assays überprüft 
(Herold 2012, Jurk et al. 2002). Hierbei konnte für die TLR8-Konstrukte TLR8-mutY871A 
und TLR5/8, bestehend aus der ECD von TLR8 sowie der TMD und ICD von TLR5, eine 
erhöhte, maximale Luciferaseaktivität im Vergleich zum TLR8-Wildtyp festgestellt 
werden. Für TLR5/8 wurde des Weiteren ein niedrigerer Schwellenwert für die 
Aktivierung durch R848 nachgewiesen. 
In Experimenten anderer Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die 
Aktivierungsstärke der MAP-Kinase-Kaskade abhängig vom Ursprungsort der Stimulation 
ist: Sie ist bei Aktivierung ausgehend von der Plasmamembran erhöht im Vergleich zur 
Aktivierung ausgehend vom Zytosol. Dabei ist auch der Schwellenwert für die Aktivierung 
ausgehend von der Plasmamembran niedriger als bei einem Ausgang vom Zytosol 
(Harding et al. 2005). Daraus abgeleitet stellten wir die Hypothese auf, dass ein in die 
Zellmembran relokalisierter TLR8 eine höhere Fähigkeit zur Aktivierung der 
nachgeschalteten Signalkaskade besitzen könnte als der entsprechende TLR8-Wildtyp. 
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Dieser wird intrazellulär exprimiert (Blasius und Beutler 2010). Insofern besteht die 
Möglichkeit, dass sich die oben genannten TLR8-Konstrukte TLR8-mutY871A und 
TLR5/8 in der äußeren Zellmembran befinden. Bezüglich TLR5/8 würde dies zu den 
Ergebnissen von Nishiya und DeFranco (2004) passen. Sie hatten festgestellt, dass 
Herkunft der TMD und ICD von TLRs für deren Lokalisation entscheidend sind. Beide 
stammen bei TLR5/8 von TLR5, welcher natürlicherweise in der äußeren Zellmembran 
lokalisiert ist (Shah et al. 2014). 
Im Anschluss erfolgte über gekoppelte Fluoreszenzproteine (YFP oder CFP) eine 
epifluoreszenzmikroskopische Bestimmung der Lokalisation von TLR8-mutY871A und 
TLR5/8 im Vergleich zum TLR8-Wildtyp sowie TLR8-ΔTIR, einem Konstrukt mit 
deletierter TIR-Domäne. TLR8-Wildtyp befindet sich gemäß Literatur zum größten Teil in 
intrazellulären Membranen (Miggin und O’Neill 2006); eine antikörpervermittelte 
Anfärbung von TLR8-ΔTIR zeigte gemäß Literatur eine Lokalisation in der äußeren 
Zellmembran (Itoh et al. 2011). Unser Ansatz, die Fusion eines Zielproteins mit einem 
Fluoreszenzprotein, ist eine etablierte Methode, um die intrazelluläre Expression von 
Proteinen zu evaluieren sowie ggf. ihren Transport innerhalb der Zelle zu beobachten 
(Morin et al. 2001). In den meisten Fällen bleiben dabei die intrazelluläre Lokalisation und 
die Funktion des zu beobachtenden Proteins erhalten (Lundin et al. 2000, Zimmer 2002). 
Epifluoreszenzmikroskopisch konnte kein Unterschied in der Verteilung der gekoppelten 
Fluoreszenzproteine zwischen dem TLR8-Wildtyp und den TLR8-Mutanten nachgewiesen 
werden. Insbesondere konnten für TLR8-ΔTIR die Ergebnisse von Itoh et al. (2011) nicht 
reproduziert werden. Gemäß deren Arbeit sei TLR8-ΔTIR in der äußeren Zellmembran 
lokalisiert, während der TLR8-Wildtyp intrazellulär exprimiert wird (Blasius und Beutler 
2010). Es bleibt derzeit unklar, ob anhand unserer Ergebnisse eine Aussage über die 
Verteilung der TLR-Konstrukte innerhalb der Zelle getroffen werden kann. Verschiedene 
Störfaktoren könnten die Verteilung der TLR8-Konstrukte innerhalb der Zellen 
beeinflussen. Zum einen könnte der Transport der Proteine vom ER in die Zielmembran 
gestört sein: Die codierende DNA für TLR8-mutY871A und TLR8-ΔTIR wurde per 
transienter Transfektion in die Zellen eingebracht. Es ist bekannt, dass es bei dieser 
Transfektionsform zu einer Überproduktion der transfizierten Proteine kommen kann 
(Gibson et al. 2013). Die zellulären Transportmechanismen für Proteine sind 
sättigungsfähig (Marks 1996), sodass eine Überlastung dieser Transportmechanismen mit 
konsekutiv veränderter, intrazellulärer Verteilung der Proteine möglich scheint.  
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Die Fluoreszenzproteine (YFP oder CFP) sind physisch an die intrazelluläre Domäne des 
jeweiligen TLR gebunden. Wie bereits erwähnt, bleiben Lokalisation und Funktion des 
Proteins trotz Bindung des Fluoreszenzproteins häufig erhalten (Lundin et al. 2000, 
Zimmer 2002). Auch haben eukaryotische Zellen wie die verwendeten HEK-293-Zellen 
eine hohe Kapazität, Fusionsproteine wie die verwendeten TLR8-YFP/CFP-Konstrukte 
korrekt zu falten (Chang et al. 2005). Trotzdem kann ein Einfluss des Fluoreszenzproteins 
auf den Transport des TLR-Konstrukts innerhalb der Zelle nicht ausgeschlossen werden. 
Zudem ist bekannt, dass sich isoliertes GFP im gesamten Zytoplasma verteilt (Ogawa et al. 
1995). In diesem Sinne könnte die generalisierte Verteilung der Fluoreszenzproteine 
innerhalb des Zytosols der Zellen darauf hindeuten, dass das Fluoreszenzprotein 
mindestens z.T. unabhängig vom TLR gebildet wird. Hinweise dafür, dass es die Faltung 
der ICD verändert, liegen gemäß vorhergesagter 3D-Struktur des Fusionsproteins TLR8-
YFP nicht vor.  
In diesem Sinne müssen weitere Experimente durchgeführt werden, um die intrazelluläre 
Lokalisation der TLR-Konstrukte zu überprüfen. Eine Verbesserung könnte hier die Arbeit 
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie bringen, womit eine erhöhte Auflösung der 
Bilder und somit genauere Betrachtung der Zellen möglich wäre (Cox und Sheppard 
2004). Ein anderer Ansatz wäre die Markierung der TLR8-Konstrukte mittels Einbringens 
eines oder mehrerer Strep-Tags in die ECD der TLR8-Konstrukte (Skerra und Schmidt 
1999). Dies scheint gemäß Literatur keinen Einfluss auf die Lokalisation des Proteins oder 
deren Lage in der Plasmamembran zu haben (Groß et al. 2002, Nishiya und DeFranco 
2004). Im Anschluss wäre eine Detektion der markierten Proteine mittels Strep-Tactin-
Konjugat oder eines konjugierten Antikörpers möglich (Terpe 2003). In diesem Fall könnte 
auf die Fusion der TLR8-Konstrukte mit einem Fluoreszenzprotein verzichtet und somit 
ein Einfluss des Fluoreszenzproteins auf die zelluläre Verteilung der TLR8-Konstrukte 
ausgeschlossen werden. 
Während die Stimulation von Zellen mit TLR8-mutY871A und TLR5/8 mittels R848 zu 
einer verstärkten NF-κB-Aktivierung führte, zeigte sich diese für Zellen mit allen anderen 
TLR8-Konstrukten vermindert im Vergleich zu Zellen mit dem TLR8-Wildtyp. Alle 
Mutationen wurden innerhalb der ICD von TLR8 vorgenommen. Diese ist für die 
Interaktion mit dem Adaptermolekül MyD88 verantwortlich, welches am Beginn der 
jeweils nachgeschalteten Signalkaskade steht (Ohto et al. 2014). Somit ist es möglich, dass 
die eingefügten Mutationen die Interaktionsfähigkeit der ICD mit MyD88 veränderten. 
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Insbesondere die Stimulation von Zellen mit TLR8-ΔTIR verursachte keinen relevanten 
Anstieg der NF-κB-Aktivierung. Angesichts der deletierten TIR-Domäne ist es möglich, 
dass die verringerte NF-κB-Aktivierung auf eine gestörte Interaktion des TLR8-Konstrukts 
mit MyD88 zurückzuführen ist. Nichtsdestotrotz zeigten sich für den Verlauf der NF-κB-
Aktivierung aller Zelllinien für p<0.05 rechnerisch signifikante Unterschiede im Vergleich 
zur jeweiligen Negativkontrolle. Unter der Hypothese, dass TLR8-ΔTIR jedoch eine 
deutlich eingeschränkte Fähigkeit zur Interaktion mit der nachgeschalteten Signalkaskade 
hat, dürfte der Aktivierungsverlauf sich nicht wesentlich vom Verlauf der untransfizierten 
Kontrolle unterscheiden. Es ist daher fraglich, ob diese rechnerische Signifikanz auch 
biologisch relevant ist. Ggf. wäre hier basierend auf den Negativkontrollen eine andere, 
biologisch sinnvolle Signifikanzgrenze zu wählen. 
Neben den erwähnten Ergebnissen zeigte sich insbesondere bei den transienten 
Transfektionen ein persistierend erhöhtes Aktivitätsniveau von TLR5/8 nach Erreichen des 
Aktivitätsmaximums im Vergleich zum TLR8-Wildtyp. Möglich wäre ein veränderter 
Aktivierungsmechanismus des MyD88 durch die ICD, welche von TLR5 abstammt, und 
hierdurch bedingt persistierende Aktivierung der nachgeschalteten Signalkette. Klarheit 
hierüber könnte ein Vergleich der NF-κB-Aktivierung durch die Wildtypen von TLR5 und 
TLR8 bringen. 
Zusammenfassend führte die Stimulation von TLR8-mutY871A- und TLR5/8-Zellen mit 
R848 zu einer erhöhten NF-κB-Aktivierung im Vergleich zu Zellen mit dem TLR8-
Wildtyp. Dies bestätigt, dass Mutationen im TLR eine Veränderung der nachgeschalteten 
Signalkaskade und entsprechend der NF-κB-Aktivierung auslösen können. Eine 
deregulierte, insbesondere erhöhte, NF-κB-Aktivierung ist jedoch mit dem Auftreten von 
Autoimmunkrankheiten wie beispielsweise rheumatoider Arthritis assoziiert (Liu et al. 
2017). Eine wichtige Rolle spielen hierbei sowohl die Dysregulation von Proteinen, die an 
den TLR-Signalkaskaden beteiligt sind als auch Einzelnukleotid-Polymorphismen 
innerhalb der TLRs selbst. Beide können das Aktivierungsverhalten von TLRs verändern 
(Chen et al. 2016, Pelka et al. 2016). Spezifische Mutationen, welche das 
Aktivierungsverhalten von TLR8 verändern, sind bisher gemäß unserem Kenntnisstand 
v.a. in der ECD von TLR8 bekannt (Tanji et al. 2013). Wir konnten zeigen, dass die 
kombinierte Mutation 2611T>G und 2612A>C innerhalb der ICD des TLR8 zu einer 
verstärkten NF-κB-Aktivierung führt. Dies ist unabhängig von der Lokalisation des 
Rezeptors zu werten. Vor diesem Hintergrund erscheint es wichtig, die Rolle von TLRs in 
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Bezug auf die Pathogenese von Autoimmunkrankheiten weiter zu überprüfen, um ggf. 
auch Therapieansätze in Form von TLR-Modulatoren zu identifizieren. 
5.2 Screening zur medikamentösen Aktivierbarkeit TLR8-
exprimierender Zellen 
Es wurde ein Screening zur Aktivierbarkeit TLR8-exprimierender Zellen durch die von der 
FDA zugelassenen Medikamente durchgeführt. Hierbei ließ sich ein positives Ergebnis für 
Vorinostat, einen Histon-Deacetylase-Inhibitor, nachweisen. Dieser ist beispielsweise in 
den USA zur Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms zugelassen (Mann et al. 2007). 
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACIs) sind Medikamente, welche die Deacetylierung 
von Lysinen innerhalb der Proteinstruktur von Histonen hemmen. Hierbei greifen sie in ein 
komplexes Wechselspiel zwischen Histon-Acetyl-Transferasen (HATs) und Histon-
Deacetylasen (HDAC) ein. Erstere übertragen, letztere entfernen Acetylgruppen von 
Lysinen innerhalb der Proteinstruktur der Histone. Infolge Acetylierung werden positive 
Ladungen im Bereich der Aminogruppe der beteiligten Lysine neutralisiert, wodurch 
wiederum eine Reduktion der Affinität dieser Aminogruppen zu den negativ geladenen 
Phosphatgruppen der DNA bewirkt wird. Hiermit wird im Allgemeinen eine Auflockerung 
der DNA-Struktur und damit erleichterte Ablesbarkeit bzw. Bindung von 
Transkriptionsfaktoren gewährleistet. HDACs führen hingegen zu einer Verdichtung der 
Chromatinstruktur (Manal et al. 2016, Verdone et al. 2006). Entsprechend bewirken 
HDACIs über eine Hemmung von HDACs eine Auflockerung der Chromatinstruktur. 
Daneben haben HDACIs weitere, bisher im Mechanismus nicht vollkommen verstandene 
Wirkungen: Neben der Acetylierung von Histonen fördern sie auch die Acetylierung 
anderer Proteine wie Transkriptionsfaktoren und DNA-Reparaturenzymen. Sie wirken 
antiproliferativ sowie immunsuppressiv, z.T. wird die Transkription proinflammatorischer 
Gene gehemmt, weshalb davon ausgegangen wird, dass die gehemmten HDAC selbst als 
Onkogene wirken (Bode und Dalpke 2011, Ceccacci und Minucci 2016). 
Entgegen dieser gesamtheitlichen Wirkung bewirkt Vorinostat mindestens in niedrigen 
Konzentrationen eine verstärkte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB (Ashburner 
et al. 2001, Hsu et al. 2014), wobei der genaue Grund hierfür unbekannt ist. Diese 
Beobachtung konnten wir nach Vorinostat-Stimulation von TLR8-transfizierten, NF-κB-
sensitiven Luciferase-Reporterzellen bestätigen. Es kam zu einem Anstieg der 
Luciferaseaktivität, was auf eine vermehrte Aktivierung von NF-κB schließen lässt. Eine 
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entsprechende Kontrolle mit identischen Reporterzellen ohne Transfektion von TLR8 
zeigte keinen Anstieg der Luciferaseaktivität. Wir schlossen hieraus, dass es 
möglicherweise zu einer Bindung von Vorinostat an TLR8 kommt und dadurch die 
nachgeschaltete Signalkaskade aktiviert wird. Diese Wechselwirkung ist gemäß unserem 
Kenntnisstand bis dato unbekannt. Aufgrund der nachweisbaren Wirkung von Vorinostat 
auf den hauptsächlich intrazellulär gelegenen TLR8-Wildtyp scheint das Medikament 
diesem zugänglich gemacht zu werden (Miggin und O’Neill 2006). Weitere Experimente 
wären notwendig, um eine mögliche Aufnahme von Vorinostat in die Zellen abzuklären. 
Synthetische TLR7- und TLR8-Agonisten werden bezüglich ihrer antiproliferativen 
Wirkung bereits seit Längerem erforscht, um einen möglicherweise therapeutischen Ansatz 
in der Krebstherapie zu evaluieren (Schon und Schon 2008). Diesbezüglich ist der TLR7-
Agonist Imiquimod beispielsweise bereits in der Therapie des superfiziellen 
Basalzellkarzinoms etabliert (Geisse et al. 2004). Auch für das betrachtete Medikament 
Vorinostat ist eine antiproliferative Wirkung bekannt, deren Mechanismus komplex und 
bisher nur zum Teil verstanden zu sein scheint (Grant et al. 2007). In unseren 
Experimenten scheint Vorinostat eine agonistische Wirkung auf TLR8 zu entfalten. In 
diesem Zusammenhang wäre es denkbar, dass dieser agonistische Effekt einen 
Wirkmechanismus hinsichtlich der antiproliferativen Wirkung von Vorinostat darstellt. 
Auch bezüglich der anderen, humanen TLRs werden Anstrengungen unternommen, eine 
Wirkung der jeweiligen Signalkaskade auf das Tumorwachstum zu untersuchen, um 
mögliche Krebstherapien zu evaluieren (Kaczanowska et al. 2013). In diesem 
Zusammenhang wäre es denkbar, dass bekannt antiproliferative Substanzen ihre 
entsprechende Wirkung über die Modulation von TLR-Signalkaskaden bewirken. Somit 
könnte es von Bedeutung sein, auch andere Substanzen hinsichtlich einer möglichen 
Wirkung auf TLRs zu überprüfen. Stabile Zelllinien wie die bei uns etablierte TLR8-
Reporterzelllinie könnten hierbei hilfreich sein. 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 
TLRs sind als Teil des angeborenen Immunsystems mitverantwortlich für die Abwehr von 
Infektionen (Murphy 2018), sie können jedoch infolge genetischer Polymorphismen mit 
konsekutiv veränderter Funktion auch an der Entstehung autoimmuner Erkrankungen 
beteiligt sein (Chen et al. 2016, Hamerman et al. 2016). Vor diesem Hintergrund erscheint 
es zum einen sinnvoll, die Funktionsweise von TLRs abhängig von Mutationen näher zu 
charakterisieren, zum anderen bieten TLRs mögliche Ansatzpunkte für die Therapie 
autoimmuner Erkrankungen (Zouali und La Cava 2019).  
Wir stellten in dieser Arbeit TLR8-Konstrukte mit Mutationen potentieller 
Lokalisierungssequenzen her und führten Stimulationsexperimente mit diesen Rezeptoren 
auf der Basis eines Luciferase-Reporterassays durch. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse 
zeigen, dass Mutationen innerhalb der ICD von TLR8 die ausgelöste Reaktion sowohl 
verstärken als auch abschwächen können. Entsprechendes war gemäß unserem 
Kenntnisstand bis dato v.a. für Mutationen innerhalb der ECD von TLR8 bekannt (Tanji et 
al. 2013).  
Die ICD von TLR8 ist neben der Interaktion mit Proteinen der nachgeschalteten 
Signalkaskade auch für die zelluläre Lokalisation des Rezeptors innerhalb endosomaler 
Membranen von Bedeutung (Itoh et al. 2011, Ohto et al. 2014). Infolge Mutation einer 
entsprechenden Lokalisierungssequenz wäre eine Relokalisierung des Rezeptors in die 
äußere Zellmembran zu erwarten. In der epifluoreszenzmikroskopischen Beurteilung der 
Konstrukte zeigte sich jedoch eine Verteilung der gekoppelten Fluoreszenzproteine 
innerhalb des Zytoplasmas. Möglicherweise sind gekoppelte Fluoreszenzproteine zur 
Lokalisierung der Rezeptoren ungeeignet. Zur abschließenden Klärung hinsichtlich der 
zellulären Lokalisierung der generierten Konstrukte müssen daher weitere Experimente, 
beispielweise unter Verwendung eines Strep-Tags, durchgeführt werden. 
Zusammenfassend können Mutationen eines Rezeptors dessen Funktion und zelluläre 
Lokalisierung verändern. Die Kenntnis des Effekts solcher Mutationen innerhalb von 
Rezeptoren wie dem TLR8 könnte in Zukunft das Verständnis für die Genese von z.B. 
autoimmunen oder neoplastischen Krankheiten erweitern. Im weiteren Verlauf könnten in 
Kenntnis bestimmter TLR-Mutationen zielgerichtete Therapien entwickelt werden, welche 
Schlussfolgerung und Ausblick 
57 
 
über eine spezifische TLR-Modulation möglicherweise nebenwirkungsärmer sind als 
derzeitige Therapien.  
Bezüglich der medikamentösen TLR-Modulation bestehen bereits erste Ansätze: 
Beispielsweise wird Imiquimod, ein TLR7-Agonist, in der Therapie des superfiziellen 
Basalzellkarzinoms eingesetzt (Goebeler und Hamm 2017). Wir gingen davon aus, dass 
bereits bekannte, immunmodulierende Medikamente ebenfalls in der Lage sein könnten, 
die Aktivität von TLRs zu beeinflussen. In einem Screening mit den von der FDA 
zugelassenen Medikamenten konnte entsprechend eine TLR8-abhängige Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB durch Vorinostat, einen Histon-Deacetylase-Inhibitor, 
nachgewiesen werden. Die von uns verwendete Vorgehensweise könnte auch im weiteren 
Verlauf zur Identifikation von TLR-wirksamen Medikamenten mittels eines Screeningtests 
auf der Basis eines Luciferase-Reporterassays genutzt werden. Bei Nachweis einer TLR-
Modulation durch ein Medikament könnte dieses Medikament für weitere Versuche zur 
Behandlung von entsprechend TLR-basierenden Krankheiten berücksichtigt werden.  
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8.3 Materialien 
 
Tab. 8.1: Zellen und entsprechend verwendete Zellkulturmedien 
Kulturmedium HEK293-Zellen 
HEK293T-Zellen 
Kulturmedium mit Hygromycin B Luciferase-Reporterzellen 
Kulturmedium mit Hygromycin und 
Puromycin 
Stabile TLR8-Reporterzellen 
Stabile TLR5/8-Reporterzellen 
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Tab. 8.2: Rezepte der verwendeten Medien 
Kulturmedium 
DMEM (high Glucose, L-Glutamin) 500 ml 
FKS 50 ml 
Pen/Strep 5 ml 
Kulturmedium mit Hygromycin B 
DMEM (high Glucose, L-Glutamin) 500 ml 
FKS 50 ml 
Pen/Strep 5 ml 
Hygromycin B (50 mg/ml) 1 ml 
Kulturmedium mit Hygromycin B und Puromycin 
DMEM (high Glucose, L-Glutamin) 500 ml 
FKS 50 ml 
Pen/Strep 5 ml 
Hygromycin B (50 mg/ml) 1 ml 
Puromycin (10 mg/ml) 50 µl 
Luciferinmedium 
DMEM (Glucose 4.5 g/l) 500 ml 
FKS 50 ml 
Pen/Strep 2.5 ml 
200 mM L-Glutamin 2.5 ml 
1 M HEPES-Puffer 5.0 ml 
Luciferin D 39.24 mg 
Kryomedium 
DMEM (high Glucose, L-Glutamin) 40 ml 
FKS 5 ml 
DMSO 5 ml 
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Tab. 8.3: Verwendete Primer 
TLR8-mutY871A 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 aaaccaaacatcccaggcaaacaaatggtgagccaggg 
Sense-Primer 2 accatttgtttgcctgggatgtttggtttatatataatg 
Antisense-Primer 2 gaggttgtcgatgatggcc 
TLR8-mutY888A 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 gagacctggcgccttttaccttagctaaacacacat 
Sense-Primer 2 gtaaaaggcgccaggtctctttccacatccca 
Antisense-Primer 2 gaggttgtcgatgatggcc 
TLR8-Δ871-874 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 ataaaccaaaacaaatggtgagccaggg 
Sense-Primer 2 catttgttttggtttatatataatgtgtgtttagctaa 
Antisense-Primer 2 gaggttgtcgatgatggcc 
TLR8-Δ928-933 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 ctctagacatcggctctcttcaaggtgg 
Sense-Primer 2 gagagccgatgtctagaggagagggattggg 
Antisense-Primer 2 cgagctctagcatttaggtgaca 
TLR8-Δ979-982 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 ccattagcctctgaaaagctgttttaaagttccagct 
Sense-Primer 2 acagcttttcagaggctaatggatgagaacat 
Antisense-Primer 2 cgagctctagcatttaggtgaca 
TLR8-Δ1007-1010 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 gctgccgctgagaatgctgtaacactggct 
Sense-Primer 2 attctcagcggcagcggatctgtaaga 
Antisense-Primer 2 cgagctctagcatttaggtgaca 
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Tab. 8.3: Verwendete Primer 
TLR8-ΔTIR 
Sense-Primer 1 ctggacattactccagcagtttc 
Antisense-Primer 1 tcaccatctcgaggaaagtttgggatgtggaaagag 
Sense-Primer 2 catcccaaactttcctcgagatggtgagcaagg 
Antisense-Primer 2 cgagctctagcatttaggtgaca 
TLR5/8 
LI_A_FW ctggacattactccagcagtttc 
T8-Chimer-rev gctcttcatcacatgaaacacaagttgttagctccag 
 
  
Anhang 
69 
 
Geräteliste 
Gelelektrophorese 
Mini-Sub® Cell GT  Bio-Rad 
PeqPower 250  Peqlab Biotechnologie GmbH 
 
Mikroskope und Zubehör 
Axiovert 25 Zeiss 
AxioCam mRM Zeiss 
AxioObserver Z1 Zeiss 
ZEN 2012 (blue edition) Zeiss 
CFP-Filterset Zeiss 
 Anregungsfilter Artikelnummer: F39-438 
  Typ: Semrock BrightLine HC 438/24 
 Strahlteiler Artikelnummer: F38-458 
  Typ: HC Strahlenteiler BS-458 
 Emissionsfilter Artikelnummer: F37-483 
  Typ: Semrock BrightLine HC 483/32 
YFP-Filterset Zeiss 
 Anregungsfilter Artikelnummer: F74/417 
  Typ: Semrock BrightLine HC 416/501 
 Strahlteiler Artikelnummer: F38-458 
  Typ: HC Strahlenteiler BS-520 
 Emissionsfilter Artikelnummer: F37-483 
  Typ: Semrock BrightLine HC 542/27 
 
Pipetten 
Eppendorf Research plus 100 bis 1000 µl Eppendorf 
Eppendorf Research plus 20 bis 200 µl Eppendorf 
Eppendorf Research plus 10 bis 100 µl Eppendorf 
Eppendorf Research plus 0,5 bis 10 µl Eppendorf 
Eppendorf Research pro Multikanalpipette 0.5 bis 10 µl Eppendorf 
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Zentrifugen 
Heraeus Megafuge 16R Thermo Scientific 
Mini Zentrifuge Roth 
Zentrifuge 5424R Eppendorf 
Zentrifuge 5702 Eppendorf 
 
ALPS 50V Microplate Heat Sealer Thermo Scientific 
CO2-Inkubator C150 Binder 
Cryo 1°C Freezing Container Nalgene 
Lab dancer IKA 
Laminair Model 1.2 Holten 
MaxQ 6000 Thermo Scientific 
NanoDrop 8000 Spektrophotometer Thermo Scientific 
Präzisionswaage EG 420-3NM Kern & Sohn 
Safe Imager Invitrogen 
StepOnePlus Real-Time PCR System Applied Biosystems 
Thermomixer comfort Eppendorf 
TopCount-NXT –  
Microplate Scintillation & Luminescence Counter Packard 
Wasserbad Memmert 
 
Plasmide 
pcDNA3-TLR5-CFP von Doug Golenbock Addgene Plasmid #13019 
pcDNA3-TLR8-YFP von Doug Golenbock Addgene Plasmid #13024 
 
Software 
Endnote X7.8 Thomson Reuters 
Excel 2016 Microsoft 
Inkscape 0.92 
PyMOL DeLano Scientific LLC 
PowerPoint 2016 Microsoft 
R version 3.4.0 The R Foundation 
 Pakete: nparLD, ggplot2 
StepOnePlus System Software Thermo Scientific 
Vector NTI 9.1.0 Invitrogen 
Word 2016 Microsoft 
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Chemikalien und Lösungen 
Agarose Roth 
Ampicillin Roth 
Descosept Flächendesinfektion Dr. Schumacher 
DMEM (mit high Glukose, L-Glutamin) Gibco 
DMEM (mit high Glukose, ohne L-Glutamin/Phenolrot) PAA 
DMSO Merck 
GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo Scientific 
Dulbecco's PBS (1x) PAA 
Endotoxinfreies Wasser InvivoGen 
Ethanol Roth 
FKS Biochrom 
HEPES Buffer 1M PAA 
Hygromycin B (50 mg/ml) Invitrogen 
Isopropanol 100% Roth 
LB-Medium (Luria/Miller) Roth 
L-Glutamin PAA 
Luciferin, free acid Promega 
Luminaris HiGreen High ROX qPCR MM Thermo Scientific 
Restriktionsenzyme NEB 
Roti-Fect Roth 
Pen/Strep (10.000 U/ml Pen, 10.000 µg/ml Strep) Biochrom 
Puffer für Restrikrionsenzyme NEB 
Puromycin (10 mg/ml) InvivoGen 
S.O.C. Medium Invitrogen 
SYBR®Safe Thermo Scientific 
T1 Thermocycler Biometra 
T4 DNA Ligase NEB 
T4 DNA Ligase Reaktionspuffer NEB 
Trypsin/EDTA (0,05%/0,02% in PBS) Biochrom 
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Verbrauchsmaterialien 
Cryo.s Einfrierröhrchen; 2 ml Greiner bio-one 
Lab-Tek™ Chambered Coverglass Thermo Scientific 
8-Well Kammer, 1.0 Borosilicate Coverglass Nunc 
Optical Adhesive Cover Applied Biosystems 
PCR Tube 0,2 ml 8-Strip VWR 
Pipettenspitzen 50-1000 µl Eppendorf 
Pipettenspitzen 2-200 µl Eppendorf 
Pipettenspitzen 0,5-20 µl Eppendorf 
QIAprep Spin Miniprep Kit; 250 QIAGEN 
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN 
Reaktionsgefäße 2 ml safe-lock Eppendorf 
Reaktionsgefäße 1,5 ml safe-lock Eppendorf 
Reaktionsgefäße 0,5 ml safe-lock Eppendorf 
Reaktionsgefäße 200 µl Roth 
Röhrchen 50 ml Cellstar® Tubes Greiner bio-one 
Röhrchen 15 ml Cellstar® Tubes Greiner bio-one 
Serologische Pipette 10 ml Greiner bio-one 
Serologische Pipette 5 ml Greiner bio-one 
Verschlussfolie für real-time PCR-Platten Brand 
Zellkulturflasche Filter-Schraubkappe, 75 cm2 Biochrom 
Zellkulturflasche Filter-Schraubkappe, 25 cm2 Biochrom 
96-Well-Microplatte, PS, F-Boden, weiß, steril Greiner bio-one 
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